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Cadhero^n Derived Growth Factor und seine Verwendung 



I E iw-i-i,jS t-:: t !. e ; ::e 1 ip rc 1 1 reran vei: ^ idi r f eren z i e r enden 
uno/cder ZL-rx].p'rc- tektiven Ei :;j<:^:\schaf ten, die als Cadheriri Deri- 
ved Growzh Factc^r (CI^GF) br^zeicrnet werden sc^wie ihre Verwen- 
dan a . 



A^:t^^lDc■ der Errmduna ist. es, Peptide toereit zus telien, die 
^el ].r rcL ::crat i van, ze r iprc te at i ven and; oacr ze 1 la: f fer enzie- 
r end*? ii Ei<:>:^rischa f ten aaf wei sen . 



Geiia:t. wiri die Aargaoe durcr: als Cadherin Derived Growth Fac- 
tc)r (CDGrd bezeichnete Peptide, deren Sequenz emer Teils^:- 
qaenz ein^s r ra-Prc-G sdher mz entspriant, wc.r-ei oas Prapr^;- 
iladherm oie Donanen 5 1 qnal sequenz , Pro-Scquenz. , Cadherin r>H'- 
r-eaas, Transr.emh'rar.reqion und mtrazellula re L-omane aufweist, 
aaaurch gekennzeichnet , daf^ die Sequenz des Peptides die Pre- 
Sequenz 'az^fafiz, minaestens eine der anderen Damanen des Pra- 
pr :::Gadheriris fehlt und aaf;:. das Peptid zellprclif erative, zell- 
prvj-zeKZi ve and/ oder zeildif f erenzierende Eigenschaf ten aaf - 
we IS t . 

Ida ze^-lpr :.li f erat : ve Wirkunc: la^:Z sicn be j spi e 1 sv;e..se an pri- 
ziaren Ostecb)! as ten a us Pazt Gnca± var len, die^ zel Ir^rc^t eat iven 
and/'cder zel Idif f erenzierende n v: x rkungen an priziar en ^^erven- 
ze 11 kal tar en a as H:i nterwar zeiganal len vcn Huhnerezd-r yonen Z)C - 
s t liTLmen . 

i 

Ln emer r-evarzuaten Aas f uhrungs r arm ist aer Gl'GF e^n FraGrrrierit 
aes Pi a-G<:idher ms , a.n aes uia die z .i gnal se zuenz verkurzten 
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Besoriders bevorzugt handelt es sich um den N-Termmus des Pro- 
Cadherins, alsC' den Teil, der bei der Prozessierung des Pro- 
Cadherins zum Cadherin abgespalten wird, bzw. im\ em N- oder • 
C-termmal verkurztes Fragment davon. 

Vor zu-:?sweise weist, der CDGF keinen Cadherin repeat auf. 

Erf inriuncsgemaB bevorzugte Ausf uhrungsf ormen sind Peptide mit 
aer Sequenz 

Cadherin-1 human (r:8-154): 

CHr'GFD7\p:SVTFTVPRRHLERGRVLGRVNFCTGRQRTAYFSLr)TRF:<VGTDGVITVp:P,- 
:-LRF™PC'IHFLWAWr)STYRKFSTK\^TLNGHHHRPPPHOASVSGIQAELLTFPNSSF'- 

G-LFPjjKR 

Cadherin-1 human (24-159): 

EASGEI7\LCKTGFPEDW£AVLSKDWEGQPLLWFSNCNGKRfCVQYESSEPADFKVF''- 
EE'GKV^/AVT.SFPLSSEFJ\P:FLIYA0DfCETQEKWQ?:LSLKPTLTEESVKES7\E\rE^ 
PRtjFSKHSGl ILQRQKR 

Cadherin-3 human {1.7-107): 

cravfrea^vtleaggaeqepgqalgk-vfmgqepalfstdnddftvrngetvqer- 
R£l?:ernplp:i fpskri lrrhkr 

Cadherin- 4 human (21-169) : 

HNEDLTTRETCKAGFSEDDYTAILISQNILEGEKLLQVKSSCVGTKGTQYETNSMDFKG-, 

AI'GTVFATRELQVPSEQV/iFTVTAWDSQTTlEKWDAVLVAQTSSPHSGHKPQKGKKVVA- 

LDPSPPPPCDTLLPWPQHQNANGLRRRKR 

Cadherin-5 human {2t'-47): 
AGANPAQRE'THSLLPTHRRQKR 

Cadherin-6 human (19-53): 
TLSTPLSKRTSGFPA?:KPJVLELSGNSFaS[ELNRSKR 

Cadherin- 1) human (19-51) : 
TLSTPLSKRTSGFPAPv'KFlALELSGNSPaxfELNRS 
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Caanerin-c huiiLan : 

yii:::.WT?L:iLW:TLrTCI il4A?>IIJQ3 7-'I>ISGSFLr^ 

raiherin-H nun^j:: ; C ^cihe rin- 1 1 ^ Precursor : 2^^-53) : 
rAr=r:PRGHLRPSFH:JHHEKGKr:G pVlvjRSKR 

Caihor in-B riiiiTu:iii ; C.i ::i:-eri:-- 1 1 ■ Precursor iP6-51) : 
RP,PGHLRPSFHGHHKrCGKEGp\^LOR5: ^^:)B-CmF^ 

::a ::hc'r m-C hcaniari (Gadher in - 12 ) -P rar ri-Cadrierr n Precursor (24 
J2:jp :QTLATE?REITVIHLPGoRGHF2:RWR 

■2a:jherir-P huir.an (CadRerrn-12 ; -Prain-Cadheriii Precursor (24 

'^PQP'OOTLATEPREriVIHLPGu'RSHFQRV 

Gadherm-D raun^iri (Gadhcrin 12') (22-133; : 

EDLDoTPGFQQP2.^FH:iJQPAEFlEDQSIL^LTF2GCKGNDKLPYEVSSPYFrC\^\:SDGG- 

RWvL-a^ITAVG?:TLFV2IARTPlE^LEFDFI7^LVIYGGKDlGLQD:rK}^^ 

GVLLLSLFSEACL 

Gadherin-F human ^G^idherln 1 ) ;2o-6C2; : 
\TGWFJ<PTTLYPWRFlAPALSPV?.RAV7\^I F PISVGENHKR . 

Yorzugsweise ist das er f indungsgemafie Protein ecn aus derc. Men 
scnen erhaltliches ?r:t:ecn C'der erne naourli-rh vo r kominende iiu 
maiie Yariante davon . 

Fdn Gegenstand dor Erijnduno isi. aucn ein neues Prcoem, da 
I'e^le dor Anicnosauresequenc von Gi'^Gr" umfa^P. Die Erfindunu he 
trrric vor zuQsv;C:ise *:onen GF*-2I:2 we I oner die ohen aaroesteilre 
P^jumosaurensequenzen enPhalo, er kann jedoch aucri Yariante 
^iies^'r Sequonzen enonaPten. Gnoor cot. EegrifP "YarianPen" i 
oi::ne der vo*rlieaender- ErPindu::a sine Sequonzen zu verstehen 
di.e durch Subsoi tut ico:, E>elet:on und'oder Insertzcn emzoPne 
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Ammosauren oder kurzer Aminosaureabschnitte sich von den oben 
dargestellten Arainosauresequenzen der CDGF unterscheiden . 

Unrer dem Begriff "Varianten" fallen sowohl natiirlich vorkom- 
mende allelische Variationen der CDGF sowie durch rekombmante 
EWA-Technologie ( msbesondere durch in vi tro-Mutagenese mit 
Hilfe von chernisch synthetisierten Oligonukleotiden) erzeugte 
Proteme, die hinsichtlich ihrer biologischen und/oder immuno- 
]ogischen Aktivitat den CEiGF entsprechen. 

Konservative Austausche sind beispielsweise Y fiir/gegen V, K 
fur/gegen S, A fur/gegen S, D fiir/gegen E, G ftir/gegen S, R 
fur/gegen Q, F fur/gegen A, Q fur/gegen K. 

Erfindungsgemali beansprucht werden auch Nukleinsauren, die fur 
die Peptide oder Derivate codieren oder koinpleraentar zu diesen 
Nukleinsauren sind. Bei den Nukleinsauren kann es sich bei- 
spielsweise um DNA, I^NA, PNA oder nuclease-resistente Analoga 
handeln. Die erf indungsgemalien Nukleinsauren eignen sich zur 
Expression der CDGF in vivo im Sinne einer Gentherapie sowie 
als Antisensenukleotide zur Verringerung der Expression. Auch 
Vektoren, die die Nukleinsauren enthalten sind Gegenstand der 
Erfindung. Die Vektoren eignen sich insbesondere zur Expressi- 
on des Peptides in gentechnisch veranderten Organisraen. 

Desweiteren betrifft die Erfindung Antikorper, die gegen CDGF 
Oder Derivate davon gerichtet sind sowie Antagonisten/Inhibi- 
toren, die gegen CDGF, ein Derivat oder eine der erfindungs- 
gemalien Nukleinsauren gerichtet sind. Diese Substanzen eignen 
sich als Arzneimittel zur Behandlung von Zustanden, die itiit 
einer Uberexpression der CDGF verbunden sind sowie zum Einsatz 
in der Diagnostik. 

Die erfindungsgemafien CDGF, Derivate, Verbindungen, Nuklein- 
sauren, Ar.tikdrper und/ oder Antagonisten/ Inhibitoren kcnnen 
zusammen mit ubl^chen Hilfsmitteln als Arzneimittel verwendet 
werden. Es wird besonders bevorzugt, dafi die Arzneimittel in 
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geeigneu-rn galenische- Z;:ror ei tungon zur r^ralen, b^kaien, in- 
tra verrjs on , mrrarr.usKulareri, mtracatanen, mrratne -:alen, m- 
^ranaa ^1 *jn , lakal -^.c-pische:! /u'.wendung aov;ie ala Aeriisol zur 
ran.^;;a^i!r.c>na len Arp 1 _a:5 a i on vor 1 1 eqan . 

^-^^^ Mang-:: an ::u ve racr-.a cn*:-naen' Arzneir-Mata J c-earagi bavorzuga 
: i-io ia:s 1 g pre: I -a r e i cauinasa mna r pr:: Taa. 

Die ar f mdungagt^iTiTi^'^en Arznein;! t tai eignen sich zur Eehandlung 
una Przphylaxa vc n aaaenera t iven sowia r.et,ab::iischen Erkran- 
kung^ai das Knc-ahena w: e Cat ecpC'rose , Osteorr.alazie und Osteopa- 
n^.-;, aas Pankreas wie [;rabetes rueliitua, cas Maskela wie Mua- 
ke..dv;a:rcphian, ner (:;afaaa, aes zaritralen und narip-heran 
Ner-a-nay5:t:enis Vv a. e raiair-nere una zeriaraj_^ TJaurc naanian , dar 
buiiuv^ aua Aatiima brc^n-zhaa br , daz Kagena v;i*:? blcua^ sowie zur 
Therapie und F ropbyiaxe vari ent zundiichen i-a czassen, gestortan 
Ent zundungsraakt ionen, T'omorer krankunqen, a-.c^wie zur Wund- und 
?a"iCjcl:eribe:_ lung . 

Daa tjrain.dungsgemabe DiagnostilzTu ttel enthajt pcl\^- oder zv.ono- 
klonala Antikcrper gegc^n cas er f inaungsgemaj^e T'epaid, gegeba- 
naniiills m :aarkiertcr Form, W2 a rn f ..uireszenz- a-der raaioaK- 
t : v-i-Lar kiertar Faraa uit. m erne-m an sich r^akannten ELISA odor 
Rba aingesetzt zu weraan. I'as er f maungsgeziafia Diagnasti J-onit- 
tel enthalt DITA, Fl'b^. und/ oder FNh gegeberianf alls in r^.odifr- 
zierter und/oder markierter Fcrrr. zum Eznsarz in den: Facbmann 
bakannt,en Tesrsys rerrLen wie PCR c^der Fingerprinting. 

bit:- biacnasai Mini tta.i ^-ignen sizh zur Kantr-;11^: vcn CDGF- 
Sr iagab: m Gawet'On, m Sekretan un;i/caar' :.n PC:.rpcr f luas : g- 
kait.^^-n vv i e rlasraa, '/r^n un-:! b:guar career ;-)spi nal ia sov;:e ' . s 
Ma:a:ar fur Furtkt i :)naaTa: runaen :iaz Pb-izcKiera. , car Musr:eln, ^i-r 
Gafa:ie, des Nervenaysaems , der bvT^;pnar gane, dea Magan- 
barr.trakte^ , des Iirjr.unaysaairiS una \a;n Dian'Otea sowie mflar- 
z\a:.;:'riachan und naoplaatiscnen Prozessen szwie a^a Marker bei 
Krebs ; Tua;arr:a r ker ; . 
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Die erf mdungsgemai^en CDGF und ihre Derivate smd durch Iso- 
lierung erhaltlich aus Hamjf iltrat durch flationenaustauscher- 
Extraktion mit nachf olgender Elution der adsorbierten Substan- 
zeii, erne erneute Kat lonenaustauscher-Chromatographie des die 
Peptide enthaltenden Extraktes sowie mehrs tuf ige Umkehrphasen- 
Chronatographie . Totalsyntnet isch smd die er f indungsgemaf^en 
Peptide durch Festphasensynthese im Smne der Merri field- 
Synthese" oder Flussigphaserisynthese nach deiu Fachmann an sich 
bekannten Methoden mit ge^chutzren 7\minosauren und anschlie- 
£ende Aufreinigung erhaitiich. Auch durch dem Fachmann an sich 
bekannte Verfahren der heterologen Expression mittels gangiger 
biotechnologischer Vektoren lassen sich die er f indungsgemaBen 
Peptide nerstellen . 

Be^ispieisweise wurde ein Teptid, das als OB-CDGF bezeichnet 
wird, mir chromatographischen Methoden aus humanem Hamof iltrat 
aufgeremigt und mit Hilfe ernes Bioassays identif iziert . 

Das Peptid besitzt erne Mo^ekularmasse von 3062.8 Da. Bislang 
wurde uber die 7\nalyse einer cDNA eine OB-Cadherin Pra-Pro- 
Sequenz postuliert. In dieser aus der cDNA abgeleiteten Se- 
quenz fmdet sich die er f indungsgemaBe Pept idsequenz direkt 
hmter der putativen Signalsequenz (siehe Figur 1). 

Die biochemische Charakterisierung des erf indungsgemalien Pep- 
tides erfolgte durch Massenspektrometrie und Sequenzierung 
des gesamten Peptides. Die Sequenzanalyse des biologisch akti- 
ven Peptides ergab die folgende Aminosauresequenz fur OB-CDGF: 

ERRGHLF.I'S FHGHHEKGKEGQVLQRS 

Im ESI (Elektrospray lonisation) -Massenspektrum des OB-CDGF 
wurde die Molekularmasse (T^W) bestimmt mit: 



OB-CDGF, MVJ 3062.8 Da 
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E'as erf indungsgemabe t^^pz^o is: a.:rcn ei:\ P.emigungsver f ahren 
a u s g h e n d : : h um a r. em Ha rr.c f i 1 1: r a e r i': a 1 2 : c h . L) i e s e s \^ o- r f a h r e n 
■:::e:n:.aj5 DE 36 33 707, welche:^ die Gevvinnuna V'ln E i v;eij: s to f f an 
aas HaiTiof iltrai ■iffenbari, wurdC' ir. emer ::hiai f i zierr en Form 



:u roa aef^ 



Harofiitrar rallt bei oer tr^f iltraaioa dea Blaoes voa Nie- 
r-narankon la groJien Mengea an. Das ham.ara? llamoi.: ltr,;it wird 
g-gebener.:: alia mit Wasaer \'eraunni una angesauerr . I'jer pH-Wert 
cetragt vorzugsweis^^ 1.5 t'ls 3.5, insbeacjndere 2.5 bia 3,0. 
Danach wird cas; Kamo'f i Icrat uber emen Pvaaioneriaus taaacher ge- 
iei net , beisr lelswei se emem m^ia Sulf onsauregrapr>en moai f izie- 
renaen Tr agarmater i.:.l (Fraatcael SP - 5 j (K:, Merak, Darm- 
aaadi;. b.ie an den ?:at la^nenaustaascne a aeh);:]":de::en Pei:tide wer- 
d-o: mit e.iner relativ hoch keoizena r i-^^rr en aalzlcsunq elaiert:. 
Die Ii»ne]:i5aa:' ke oer El u t ic-ns ] dsung entsprichz dabei uni^efar.r 
emer 0.5 bis 1 nic-laren Ammaniumaae tat Idsung . 

Das aaigefangene Eiuat wird emer weitertan Kati menausaau- 
saaer-Chr oma to graph le unter zogen . Di ese Cbrom;a tccraphie is t 
v.arzugsweise erne Stuf eneiut ion mi^t Puffern v^en ansaeiaenden 
pii-Weraen . 

Die das er f indungsqem.ar:.e Pepaid enthaitenen Fraktionen werden 
m.i taels r rap arativer Umkehrphasen-Chromaiiocrapb.ie und nachf ol- 
gender semipraparativer Umkehrp-hasen-Chrcmatographie ben - 
sp'ieisweise an C^-mcdi f izierren TragermatGriaiien wei tergerel- 
^^^-■?^- Der F einigungsgrad v:ird vor zugsv;ei se mitLeis anaiyti- 
scher ■ 'rr, eenrphasen-Chromao agr aphie an CI 5 -mo ii f i z ler ten 
""raoermat€'r 1 1 i len uberpruf t . 

' ■le duran d:; rnroma t aarann i sche Peir\ aura:: erh.;.iiaen- Sun'-^taiiZ 
vvurde dci^ S t rak turauf kiaruna zucefuhra. L-ie Besaimumun^ oer Mo- 
iekulmasse dos nativen Peptids erfoigte rr.ittels ernes Elek- 
t r zspray-F!asaenai>e>:tromeaer a . L^ie Seguenzana 1 yse er ia Igt e uber 
emen E<aman-.^jebau der P^ep'Oide sov;ie van znemLisan miodif izierten 
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Lie Totalsynthese erfolgte an utdichen Festphasen iiti Smne der 
Kerrif ieid-Synthese . Die Syntheses trategie und der Aufbau des 
Peptids und von ihm abgeleiteten Derivaten mit den entspre- 
chend geschiatzten Ammosauren smd dem Fachmann bekannt. 

Das erf indungsgemaBe OE-CDGF sowie seine cDNA, sein Gen und 
Analoga, Fragmente und Derivate zu deni Peptid, der cDNA und 
dem Gen sowie Antikdrper, welche die Wirkung des OB-CDGF auf- 
heben, }:dnnen als Ar zneimittel Verwendung finden. 

Figur 1 zeigt die Domanenstruktur der Cadherine. 

F^igur 2 zeigt die Chromatogramme der Isolierung des OB-CDGF 
aus Hamofiltrat. I'ie Ident if izierung erfolgt durch ein Proli- 
f erat lonsassay an primaren Osteoblasten . Einzelheiten der Auf- 
remigung kdnnen dem Beispiel 1 entnominen vjerden. 

Figur 3 zeigt das Elektrospray-Massenspektrum des isolierten 
OB-CDGF. Aus den zweifach und dreifach protonierten lonen be- 
rechnet sich ein Molekulargewicht vom 3.062 Dalton. 

Figur 4 zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurve vc^n chemisch syntheti- 
siertem OB-CDGF auf die Proliferatin von primaren Knochenzel- 
len. In Figur 4a wird die Wirkung fur eine Inkubationszeit von 
72 Stunden, in Figur fur eine Inkubationszeit von 48 Stun- 

den gezeigt. Gemessen wurde die Aufnahme von Bromdesoxyuridin 
(BrdU) . Der Einbau von BrdU wurde mittels ELISA gemessen. 

Figur 5 zeigt die spezifische Bindung von iodmarkiertem OB- 
CDGF an primare Osteoblasten (monolayer) und an die Extracel- 
lular Matrix (ecm) von primaren Osteoblasten. Dargestellt ist 
aie Verdrangung des markierten OB-CDGF durch nichtmarkiertes 
OB-CDGF bei steigender Konzentration der Menge an nichtmar- 
kiertem OB-CDGF. 

Figur 6 zeigt die Stimulation von primaren Osteoblasten durch 
OB-CDGF Zugabe. Die intracellulare Calciumkonzentration steigt 
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a:: . 3emessen v;urce aer Calciuingeha: t 
an E inze 1 ze-. ie!: iitl y lucre S7.eriZTa±]':'r o- 

"^^^^■--/ :ier die inr racel iulare I4A?- 
Ki:-:c^sea\:zivxzaz riacnweis::. Diese Akrivitia^ gilr ai- Paran.eter 
lur a:e Rezeptcr- ur.r: Ca Iciuiri-vermi ::r el Zella!:rwort aaf OE- 
Ci^'C^r' an TTLmaren C^s te ';nl as ten , Die c^bere 5anae f4c kD) zeict 
a_e Konzenrrat a on cier :-l^.?-Kinase nach St irr.u: a t ion ir.it fotalerr. 
I(ali;:erser;iiri FCS (links; oder OF^-CDGF (rechts) m Abhanaigkeit 
der InJiuji'arionszeit . L)ie ur.cere Bande zeigr eine interne Kon- 
irDlle fur den Zeliauf s ihluiVWes ternblot . 

^'^■'^ Lrrirniung wird auri-n di^E' icdgenden Beispiele erlautert. 
Beispiel 1 

Haiuc'i iirrat-Bat in-Extra ktion 

BOO b: 5 1.000 L Hair/iti Itrat werden mit HCl auf omen pH -Wert 
von 2.7 emgestellt uno mit Wasser auf erne Lei tf ahiqkei t von 
B - n.S/cm verdunnt und mil einer Flur:)rate vi^n 3 L/irdn auf ei- 
nen star ken rCat i menauo^ lauscher au f aet raaen . 

Chrc.r.azcQra ph .lebedingungen : 

Vantaae VA 250 (Aniccn, Wiiten) 
Braii.:>:Tel TSK SB C50 [K] , 2 b cm x 2 0 cm 
;^ B/mm 

2 0 0 rim, pB, Be i 1 ah ig kei r 

BamiBBltrai pH 2.~, Be: 1 1 f ^B i e ko : : 2.1 mS/cm 
1.5 M ATT^moni umacet at 
/lit cp 1 10' r Chron^anc graphiesyst em, 
( PerSe]: t ive Eio;S ys tem;^ , Wi esbaden i 

U a c: B.u i" i r a g a e r i n sees a mi i \ . C' 'i <i B B 1 a s i a k e j t_ u n e r" B* a o h t v: i r d 



or Zugane v<in CB-BBOB 
Geaenwart VO'U Bur a 2 



^kor, 



Saule : 

Sau^i-enmaier J al : 
BluB: 

let e Kt ion : 

Fur I or B: 
Bjilace : 
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gebundenen Peptide erfolgt als Batch-Elut ion mit 0.5 M Ammoni- 
uinacetat. Hierbei wird eine komplette Elution der Peptide uber 
steigenden pH-Wert (6.8 - 7,2) und steiqende Lei t f ahigkeit 
(56 mS/cm) in etwa 5 L Eluat erreicht. 



Erste praparative Auftrennung 



Die /vmmoniumacetat-Eluate der Batch-Extrakt icn werden in Men- 
gen von 5.000 bis 10.000 L Hamof il trat-Peprid veremigt. Nach 
pH-Einstellung auf pH 2.7 wird der Pept idextrakt unter Zumi- 
schung von VE-Wasser mit einer Lei t f ahigkeir von 5.5 xnS/cm auf 
den praparativen Kat ionenaustauscher aufgetragen. 



Chron:a tographi cbedingungen : 



Saule : 

Saulenmaterial . 
FluP. : 

Detektion : 
Probe : 
Anlage : 



Vantage 2 50 VA 

Fractogel TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 
bis zu 3 L/min wahrend des Auftrages 
0.5 bis 1 L wahrend der Elution 
280 nm, pH, Leitf ahigkeit 

Hamofiltrat pH 2.7, Leitf ahigkeit 5.5 mS/cm 

topi lot Chroma tographiesys tern, 
tPerSeptive Biosystems, Wiesbaden) 



Nach Auftrag des Rohextraktes uber 240 min wird die Saule mit 
0.01 M HCl gespult, bis die Leitf ahigkeit unter 1 mS/cm ist. 
Die Elution erfolgt dabei in mehreren Stufen mit den im fol- 
genden angegebenen Puf f ern 



Puffer pH-Wert Puffer substanzen Lei t f ahig kei t 

(mS/cm) 

Waschpuffer: 2.0 0.01 M HCl 1 

Elutionspuf f er 1: 3.6 0.1 M Z it ronensaure- 

l-hydrat 2.9 
Elut iC'nspuf f er 2: 4.5 0.1 M Essigsaure 

0.1 M rJatriumacetat 4.0 

Elutionspuf fer 3: 5.0 0.1 M Apfeisaure 6.2 

Elut 1 cinsp'Uf f. er 4: 5.6 0.1 M Berns temsaure 6.1 
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E 1 u t J o n s f .»u f f e r 5 



9 . 0 



:; . 1 M XaH:FC, 
0 . 1 M ::aH PC; 



v;erde:: als pH-Pool :-v:: oezeichnet. . C a- v/orcier. 
^jesarorie^n . L::e Elut^cr. erfc-lgi: bis zum Er rei crien einer 
TiQuen BasislmiG, v;oJ:;^ji lur die ejnzelnen pH-?ocls I bis VII 
Eluti insvoiuinma von li dis 25 E erreicnt werder:. Ler Chroma- 
toara.'::i:i isi m Figar Ea qezeigc. 



sec-ari 



Ewe 1 1^: v)yai 



. A'e /v:l:"irennunc : 



E'le emzainen pH-l'ocls v;erden zar Erak::ior.i eruni and gleich- 

zei:::.cen Entsalzunq aner eine Reversca Phase Chrc-aioaranhie 
c^earennr: 

Chroma t c grapniebedi ngungen : 



Saulenmar er ial 
FluB : 

I»et:eh:t:ii)n : 
Paffer A 
Par far B 
Gradient 



PcneLme 100 ( Priarmacia, ^'reiourg; 
Soarae RPC, IE 5^ 10 x 12. a cm (FmeEme 100) 
IP'^f mL/min (FineEine ICO; 
J nr;, Lei a f ahigKei t , pH 
ml^ HCl 

: 7-icetoni t r 1 1 m 10 ml^ HCI 
0-tOc Puffer E in 5 Saulenvolumen 



Nach Auftrag der pH-Pools v;ird die Saule mit Puffer A gespult 



Wahreni der Elation werden 



Frakaionen zu 200 ml aesamip.elt: . 



Las IlironiaaograiTjti isa m Eigar 2 h qezeigr. A.liqucts der Frak- 
tionen vaaraen im Bioassay oetesaeE, Die Erakrionen werden 
f ri eraetrocra'iet un^i bei -.^ OEC aelaiier:;. 



ae- 



eni 1 p r a c 1 r a r, 1 \^ e P, e v e r s e - ? n a s e CI r'-: 'nroniaa earar>nie : 



'liE in Eioassay aative Erakti an 1 0^ aus pH-Focl \^I wurde uber 
eine semipraparat i ve Reiser se-Phase Saule aufgetrennt. Die 
Fra::aionen E-~ enthielten die er 2 1 ndun ^sqema/^e Substanz. 
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Chroniatographlr^bedinqunqen : 

Sauie: 4,7 cm x 30 ciri Stahlsaule 
FuliiTtaterial : Vydac RP-C1& 15-20 Fm, 300 A 
Puffer A: 0, 1 1 TF7\ 

Puffer B: 0,1 V. TFA, 80 % Acetonitril 

Gradient: 5 - 503 B m 45 min, 50 - 100% B in 10 min 

Fluli : 42 ml/min 

Detektion: 214 rini unci 2 80 nm 

ChromatOGraphieaniage : BioCad 

Fraktionen: a 1.5 min ab Start des Gradienten 
Das Chromarograirim ist in Figur 2c gezeigt, 
Massenh es t riTiiriunge n 

Alle Massenkies trmmungen der nativen und synthetischen Peptide 
wurden auf ernem Elektrospray-Massenspekt rometer (ESI-MS) 
durchgef uhrt . Die Molekiiimassen des Peptids wurden entspre- 
chend der oben gezeigten Massenzahlen (MW) bestimmt. Das Mas- 
senspekrrum ist in Figur 3 gezeigt. 

Sequenzbest immung 

Das gereinigte, native und das synthetisch hergestellte Peptid 
wurde mittels Edirian-Abbau auf einem ABI 473 A Sequenzer unter 
Verwendung des Standard-Programms analysiert. Die Proben wer- 
den auf eine Polybrene-Membran in Mengen zwischen 100 und 400 
pmol aufgetragen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der 
Massent^est irronungen ergat' sich folgende Ammosauresequenz : 

ERF.GHLRPS FHGHHEKGPCEGQVLQRS 

Datenbankvergleich 



Em E'atenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR- 
Programmpakets an den SwissProt und EMBL-Nukleinsaure Daten- 
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canker, durcnae f unr ^ . l ie £equ-i:r:z entspri 2hr den au5^ aer cL:::. 
angelei t:eren Aiumcsaurer. aes nurrianen Cadherin-i: Precursor: 
rrsreord.aten Cadner^r., I^rcpenr.a, T^inosauren 26-51;. 

P.r s vnphese 



--e Syntnese oes Por^nas it; , r dcr Sequen:: 

PPPGHPPPSFHGHHE?:GKE:GCVPQPfr v:'^ra-i: nach der >:err i f leia- 
Poscpnasen-Methooe ansqeneno \'-n oeschutnren Frioc-A-i nosauren 
dur :hg6;fuhrt. . Das synnnen : s ::hG Peptii wurde uber jr;kehrp hasen- 
Chroniat.oaraphre an f g^-re i ni gt, . Die Daentit:at und Remherr der 
Substan:: wurde mit Hilfe von Massenspekt rcmetrie, Sequenzana- 
1 y s e- u r; ^ : I PC a ]: i 11 <^ r z n e n e 1 k t r i: ; pii o r e e n a c h g e v; 1 e s e n . 

Bcs r inirTi U n der r r o±o ar .scn c :n Akp i vi t a i vo r. OP - C DG F ( z e 1 1 r o 1 1 - 
Df;-ra tjLV.:-r Ef f ekz ; 

D:.e Isciierung des OP-i::DGP erfclqte annan^i serner bioiogischen 
Aktivitat rn emerr. FrciPeratiicnssassay dcr prirraren Osteobla- 
sten. Dazu v;uraen jeweils Aliqu'zrs dor unter 3ersp:ie] 1 be- 
sznrie^b^^nr'n ernzelnen Chromatograp^hiestuf en gef r lergerrccknet 
und ansc::nlie:5end dem D ic-^c^q i scne n Asssy zuqefuhrt. Die Fra^:- 
::zenen, die jewerls ein posirives Signal ergaben, warden der 
wei::ere:i Ke:.nigung unrerz-iqen , 

Der Assay mlBt die Proliferation der Zellen, nachdeir. sie m 
seru^TLireien Mediuir. mit 1 mg/ml Rmcerserurnalour^in gehalten 
v;urden, aann die Prcb^en zugegeoen v;urden und nach weieeren 3 
Ptunuen der E^nnau van .H-Tnyz:idin cd^:,r Pr arrideoxyuranosin 
lErdu^ r>est imn;:. wurde. Al^^ Pes 1 1 1 v-Kunt r. ) 1 1 e wird m Jiesen. 
Ass^y knc snenwaeh3tuir:.sf roernde Farireren wie IGF oder Ano:.-- 



1 een 



:lna^:seez^ 



il^ie Pxperiinente wurden ir: Anl<.uinuno an Plei 1 scni f tor e: 
Endocrinology 12 c, 203, I^^Pi, durclr^e f unr t . 



Die '2ewinnuno von primaren 2s ec: ct 1 as r en errcDc^' 



se ou-sn 
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tielle Tvh^'iauurg mitteis Cc-l la genase aus ictalen Pattenkalvari- 
en. Dabe: wurden 5 Zellf raktionen erhalteri. Der Pool aus den 
Zellf rakt lonen 3-5 wurde in vitro kul t ivi€.^rt . Die P'.ultur der 
Zeilen erfolgte in emern InkubatC'r bei emer relativen Luft- 
feuchte von 95%, einem CC -'.^ehalt von 5^ und einor Temperatur 
v.jn :-.7EC. Ed t Unoersuchunqon der Pruf suk 1 anzen erfolgte m 
F:ulturen der ersten, zweiten od-?r dritten Zellpassage. 



Fur Gie ■ rntersuchung wurden die Zeilen mirides ter..^ 95* Stunden 
v^r Aufgabe der Pruf substanzen in einer ZeLlzahl von 7x10"^ Zei- 
len (in 100 ]Al Kuiturmedium; / Well m Mi kro t i terplaoten (MTP) 
mit Pundb'oden ausgesat, Dabei fand als Kul turmedium MEM Dul- 
becco (plus 4,5 g/1 Glukose plus 3,7 g/1 iLaHCO, 0:hne Glutamm) 
Verwendura, ;iein 51 fetale:; ?\alberseruin f FKZ ) uric 5C00 U/ml Pe- 
nicillin/ 3 1 rep tomyc in zugesetzr werden . 

Unmittelbar vor Zugabe der I'ruf substanzen zur Zellkultur er- 
folgte em Austausch des Mediuir.s gegen 150 ^il MediunL, das an- 
stelle von FKS 1 mg/ml I'.inderserumalbuir.in (RSA) enthielt. 
t^ruf substanzen wurden in den gewunschten PConzentrat ionen dem 
P:S7\-haltigen Medium zugesetzt. Als Posi t ivkont rol le wurde TGFB. 
(Transforming growth factor PjJ m Konzentrar lonen von 0,1- 
0,2 ng/in] mitgefuhrt. Pro iPositiv-) Kontrolle bzw. Subsranz- 
>:onzentration wurden Dreif achbestimmungen durchgef uhr t . 

Die Inkubation der Zellkulturen mit Pruf substanzen erfolgte 24 
bis 72 Stunden, in den letzten 3 Stunden zusaozlich unter An- 
wesenheir der Thyiuidmsonde (Zugabe von 1 |J,Ci Methyl-'H- 
Th\/ird ain/MTF-Vertiefung m 2 0 [xl PBS-Ldsung) . 

?-jn Ende der Inkubationszei t wurden die Zellkulturen 3x mit 
0,9'oiqer Kochsal zlbsunc gewaschen und anschil i eJ6end mit je 
100 |il Flussigszintillator (OptiPhase Supermix^' der Firma Wal- 
lac) versetzt. Im Anschlul^ daran erfolgte die Vermessung der 
in die L--UA emgebauten Padioaktivi tat m emem Flussigszintil- 
lationscounter (1450 MicroBeta^ der Firma Wallac) in cpm. 
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Pgi der Ausv;ertur:g uionen Zel 1 >ul rureii , aie ausschiiel:;lich 
PSA-hal tLi'jes Mcd2_;ijr: ei-haiteri natten, al^^ ?:cnrrolien flOO-M. 

Ler 03-CDGF oesitzt ri Scibr. ana i aer Wei se erne v;a a- at ui:^-- 

lorderaca VJiraiiin;: aa f ^riinare C^i t:ccb 1 ast en ( Kn :>chen::a ^e:: ■ 
l^iese bi^l'igiacae Wirliung v;ar :.:e 5K)Vv'o:J. : ar aas naaive aia auc:a 
rar das aynaheaaaah har ^esuel 1 ae Pepaid nachcewaeaea . 

Bexspiel 2 

B e a. a 1 .ajnu i k: d r i.) a ■: * 1 o g i s c h e r : A k t a \^ a t a t 3?:-ZDGF 

l-cis aei CbCjr-regaari ^:::e::: Cadaarir:-12 Br.-aaaherin; C udae r i a- 
2: eaaaprecriead-:? J'eprid mat. dar 7vminasaar*::sequenz 

QPQPg :)T LATE PREIA^I HL PG T-RS H FQRV , welches naah aer Feaaphasens yn- 
these - v;ie unter Beispael 1 tar aas C'B-CDGF iieacnrieben - 
a ynthat laaert wurae, warde auf seme ut'erlebens f araerraie Wir- 
bung auf Pria^iarkul turen vaa IJeuronen aas Hiatorwar zel qaaalieai 
van liuhnererrX'ryC'nen getestet . 

b^us Testraodell ist f c 1 gendcrmaben auf gebaut : 

P'rimare Nervenze 1 Ikul turen aus banrerwur zelaanai aen vc n Hun- 



ri r emr ■ r y ^a n c n ( En ±' r y o n a 1 e n t w i c k 1 un g El 0 

Lie Prap-aratian und r;u 1 1 i vi erung erfclg:: wie ]:^esch:: :^e):^en von 
bc-ras:a G.b., Ji-nr. J., Wittinghofer A., Barda Y.-A., 



>■ -'"^ f 1 



>A lieuraann R. il:^:'?) Neuron 2, IC87-1096. Zur P':: a a inaraina vc-n 
ar:erl':nar:af ::rcarn::ien E:fekt,en von Kirkstaffen wira aie Beaa.i:::- 
niunq aea ::ei:ularen bbli-Ganalta naah emer Inaaoataana ze: t vor, 
- ^'tand■;.a. i ^^e s a- 1 z t . Hiarza vai ^'a das K'al t rai-^;da^.n. ciui ^^i": Aa ^ - 
klopfen ^aer Platte entiernt. IJar die vita] en Zel.len c^eib^en an. 
Fd a 1 1 enb o d e n h a f t en und kc nne n cl a n n be s a i nm t v;e r do n . Zur Be - 
a 1 1 iranu n. a d e a b D H - G e h a 1 1 s w a r c j aer b D : : - Z \- a o t c: x z au t a t s t e s a k :: t 
vcn Baenran::ar r-:annheira ;b>b aanaeaetzt. 
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D:.e Kulturen werden m 96-Well Mikrotiterplatten als Duplikate 
emgesetzt. Auf ^eder Piatte wird eine NGF-Eichkurve mitge- 
fuhrt und die biologische Aktivitat der Substanzen m pg/mL 
Nr^F-Aquivalenten ausgedriickt. Als niedermolekulare Referenz- 
substanz wird das Staurosporin-Der ivat P:252a in einer Konzen- 
Lration von 300 nmol/L mitgefuhrt. 

Das Peptid zeigte m konzentrationsabhangiger Weise eine uber- 
lebensfordernde Wirkung auf diese priiuaren Neuronen. Diese 
Zellen sind typische Nervenzellen, so daB BR-CDGF ein neuro- 
protektiver Faktor ist. 

Beispiel 3 

Bestiirmung der biologischen Aktivitat CAL^e-CDGF (zellprotek- 
tiver Effekt) 

Das der CDGF-Region des Cadherin-6 entsprechende Peptid mit 
der Ammosauresequenz TLSTPLSKRTSGFPAPCKFALELSGNSPO^LNRS, wel- 
ches nach der Festphasensynthese - wie unter Beispiel 1 flir 
das G3-CDGF beschrieben - synthe tisiert wurde, wurde auf seine 
uberlebensfordernde Wirkung auf Primarkulturen von Neuronen 
aus Hinterwurzelqanglien von Huhnereml^ryonen getestet. Das 
Testmodell ist, wie in Beispiel 2 beschrieben, aufgebaut. 

Das Peptid zeigte in konzentrationsabhangiger Weise eine liber- 
] ebensfordernde Wirkung auf diese primaren Neuronen. 

Beispiel 4 

Bmdungsassay von markiertem OB-CDGF an Osteoblasten 

Die Bindung der osteoproli f erativen Peptide an neonatale Rat- 
tenosteoblasten Monoschichten wurde unter Verwendung von '^"I 
markierten Peptiden durchgef uhrt . Die lodierung erfolgte durch 
Chloramm T. Die spezifische Aktivitat der Peptide betrugt 
100.(300 cpm/nq. Die Bindungsstudien wurden durchgef uhrt an 
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cc nf ^.uer.ien Schicnten sovjio der Extracel luar-Ma trix einer er- 
sier: Passage v::^ neon^talen Farnenost eoi.-lasten . Die Zellen 
wirvien serui:::ia 1 ^ : :e::; Medium fur 24 Stiunoer. mkubierr und dar:n 
vier mal mie FEJ gewascnen und lu 250 i^-I des As.sa vr: uf f ers (20 
rr'i-: HEPZ2, 0,: n.a ^id 82;-., p}i 7,:;,: rrdt c : . OC ; ccr; ue^ loinar- 
;: 1'^ rreu ;-^-^p 1 1 :::5. ii. de ;^eriwar t unter scni eel 1 :der Kinver.trar: ionen 
unn;ar Kiertie:. ropi.Gs; fur 2 Stunder: i::e:._ 4 *C .iruiuf-iert . Dann 
vviirae oer I ruiui:'.^ ru c nrpuf ler eurfernr ar.d d:.o Zeilen vrermal 
ii^t: kalrer:: PBS qewaschen una mit 1 M NaCii rclubili sier7 . D.ie 
::e21geounciene A>.iivi2at: wurde mi t Hilfe ^imes '2amma-Cc)unters 
besiirpmr. Die ent sprechenden Versuchsercek'nisse smii m Fiaur 
dargesiel^u: . M^c Zunabjiie der PConzen tr at ion an nicht- 
muiidiier ten CP-CI.^\d"^ namLTt. die Meuge an apezifiscb gebundene:^: 
:;:a]">:ieri:ei: 2i^-CD:d-' ab. 

Beispiel 5 

i ntracel I uiare CaOciumf rei set zunqen in or imar^rn Cs tecdi I as ten 

Lue intracei lulare Signalkette fur Caic:.uiT'** wira an emzeine 
C^steubiasten zellen gemessen . Da e mtracellulare Ca' '-Aktivitat 
vc>n primaren Cseecbiasten wird rrni oem Ca'^ empf indl i chen Farb- 
steff Fur-a-2 ( Calk i cchem, Bad Soden, L'euLs shi and) gemessen. 
Die primaren Osteoblas ten werden auf Glastragern (Durchmesser 
30 mm) fur em bis drei Tage kultiviert, die an emer Perfusi- 
onskamm.er eines invert ierten Mikroskops (Ai-iiomat IDC-W, 
Zeiss, Gc:ttingen, L^eut scniana) befestigt ist. Die Zellen wur- 
mer m.e ii f u: erten Krebs-Henselt- 1 1 -Pijf f erlcsunq [KUB, 
Zusammenset zun g 145 m!^] NaCl, 1,6 vrK K. HPO)^ , 0,4 :vM rCFDpiO,-, 2,0 
::i:i Calciumgli..::onat , 1,0 mM MgCl^, 2,0 niM D-Glnsose, pH 7,4) fur 
10 mm k-ei 3^-'C mit iiM Fura-2 //.cetoxvir.e th /i es te r aeJdst m 

RPMi 1640 tPAA, Co:.ne, L'eut schlana": inkubiert. 

Der Inkuk at len fcdgi eine Aquilik'rierungsperioae von 10 bis 15 
mm m cer aie Zollen mit KHB-Losuna nei 2"" m:t emer Perfu- 
sicnsrate vcn etv;a 2 mi/mir: lespalt weroen. D . ^- P^ura-0- 
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t-eladenen primaren Osteoblasten vjerden bei 340, 360, 380 nm 
mit emem Hochgeschwindigkeitsf il terrad ( Rotat lor.sgeschwin- 
digkeit 10 Herz), einem Einzelphotonzahlrohr (Hamamatsu, Herr- 
sching, Deutschland) and einer Xenonquarzlampe ( XBO 7 5 W/OFR, 
Zeiss, Deutschland) ais Licht-/ Impulsquelle gemessen. Die Fu- 
ra-2-Emission wird durch ein Langwellenf 11 ter bei 510 run mit 
emer Ultrafluar 125 x Glycerolimmersionslinse gemessen. Alle 
Messungen werden an emzeinen Zellen durchgef uhrt . Das MeBfeld 
wird mittels ernes justierbaren Loch mit etwa 8 ym Ejurchmesser 
gewahlt. Ausgewertet wird das Verhaltnis der Phctonenemission 
nach Anregen bei 340 und 380 nm. Die Rohdaten werden auf Au- 
tof lucreszenz und Rauschen korrigiert. Der so erhaltene Hin- 
tergrundwert wird von den Mei^signalen bei jedem Experiment ab~ 
gezogen. Die Rohdaten werden berechnet und 10 benachbarte 
Datenpunkte werden gemittelt, urn eine Zeitauf losung von 1 Hz 
zu erhalten. Die Fluoreszenz bei 360 nm wird verwendet urn die 
Calciumaktivitat zu priifen. Alle Proben werden vor dem Experi- 
ment in einem Phosphatpuf f er gelost und wenigstens fur 1 bis 2 
Minuten gem.essen. Die Kalibrierung des Ca"'^ wird am Ende jedes 
Experiments durch Inkubation der Zellen mit dem Ca'^'-Ionophore, 
lonomycin (10 umol, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in Gegen- 
wart von 1,3 mmol Ca^^ bzw. nominaler Abwesenheit (5 mM Ethy- 
lenglycol-bis (B-aminoethyl ether) , N,N,N' , N ' -Tetraessigsaure, 
in Gegenwart von EGTA) gemessen. Nur Kalibr ierungen sowohl mit 
Maximum- als auch Minimumwerten werden fur die Bestimmung des 
Ca^^-Wertes verwendet. Bei den Experimenten, bei denen die dop- 
pelte Kalibrierung nicht erfolgreich war, wird der Mittelwert 
aller Kalibrierung verwendet. Die entsprechenden Ergebnisse 
sind m Figur 6 gezeigt. 



Bei spiel 6 



Wie bereits unter Beispiel 5 gezeigt, kann durch die Inkubati- 
on mit CDGF eine intrazellulare Calcium-Freisetzung an prima- 
ren Osteoblasten induziert werden. Urn diese physiologische 
Antwort naher zu charakterisieren wurde der weitere intrazel- 
lulare Signalweg ("down stream" vom Calcium) untersucht . Eine 
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mogJiche 3ignal-::ransciuktic.nskaskaae isz die Akrivieruna der 
MAP-P^mase, eiri Enzyiri, das eine wesenr iicrie Rolle dgi der Si~ 
gnalveririirilung vom Zyr<::'plasma ir: aen Zellkern spiclt. Be: der 
Weirerleirung des Signals korrr.:. es zu emer Phcsphcrviieruna 
des Enz'vTT.s, das mt emern spezifischen A:itikdrper ^ietekziert. 
weraen kann. Der TJachweis dreses Proteins kann sci-ir.iL im We- 
scernblou erfclgen und -telit eir. Mali fur die Phosphc r yl : erung 
v;ie auch fur d:e Expression aufgrund ces Stimulus car. Prirrare 
Osteor^lasten wurde.n uber verschiedene Zeinen irut Cadherm bzw. 
Pvontrcllen (FCS) mkubieri:. Durch Zugabe des Anti kc^rpers v;urde 
izi Westernblc^t die Expression des Enzyir.s (MAP-Kmase) m der 
Zelle nachgewiesen . Di-i' Ergeknisse smd m Figur 7 darge- 
srellt. Es ist deuilich sichtbar, daTi ohne emen S'ciiTiulus v;ie 
FCS oaer OB-CFC.F keine Expression s tat t f mde t: , v;ihrend nach 
Stim..lation eine oeutlione Banae m der erwarteten GrdBe der 
K^\P-Kinase ersohemt (obere Bande) . Je ianger mit C)B-CDGF sti- 
rr.uiiert v;urde, destc* deutlicher wurde die erkennbare Bande. 
Dies zeigt eindeutig, dapj OB-CDGF zu einer Expression der m- 
trazellularen MAP-?:inase f uhrt . Hieraus laBt sich sohliefien, 
aafi CDGF rezeprorvermittelt uber Calci^unr. vvirkt und die weirere 
Signalverarbei tung uber die MAP-Kmase veriauft. 
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Patentanspriiche 



1. Als Cadherin Derived Growth Factor (CDGF) bezeichnetes 
Peptid, dessen Sequenz einer Teilsequenz eines Pra-Pro- 
Cadherins entspricht, wobei das Prapro-Cadher in die Doma- 
nen Signalsequenz , Pro-Sequenz, Cadherin repeats, Trans- 
membranregion und intrazellulare Domane aufweist, dadurch 
gekennzeichnet , daI5 die Sequenz des Peptides die Pro-Se- 
quenz umfaBt, mindestens eine der anderen Domanen des Pra- 
pro-Cadher ins fehlt und dafo das Peptid zellprolr f erative , 
zellprotekti ve und/ oder zelldi f f erenzierende Eigenschaf ten 
auf weist . 

2. CDGF gemaB Anspruch 1^ dadurch gekennzeichnet , daJ5 das 
CDGF zellprolif erativ auf primare Osteoblasten aus Ratten- 
caivarien wirkt. 

3. CDGF gemaB Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichne t , 
da5 das CDGF zellprotektiv und/oder zelldif f erenzierend 
auf primare Nervenzellkulturen aus Hinterwurzelganglien 
von Huhnerembryonen wirkt. 

4. CDGF gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet , dai^ der CDGF ein Fragment des Pro-Cadhe~ 
rins ist . 

5. CE)GF gemaB mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB es sich um das Peptid handelt, das bei 
der Prozessierung von Pro -Cadherin zu Cadherin abgespaiten 
wird Oder um ein Fragment davon handelt. 



CDGF gemafi mindestens einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB der CDGF keinen Cadherin repeat auf- 
weis t . 
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CDGF rcr^z der Sequen:: 
Cadherin-1 human (J 5-15-;; : 

CH?GFDAESYTFTV?RRHLE?GKVLGRVNF:TGRQRTAYFSLDTRFrr/GTD:^VIT- 
VKRr'LI\FHi\P0IHFL\TAWDSTYRKFSTKVTlr:GHHHR?P?liQAS\'3G7QAZ:.LTFP- 

:-:s:-?GLRRQKF. 



Caaherin-2 human (.g1~1::'9; : 

easgeialgp:tgfpedvysavlsp:dvhego?llnvfsncngkrpcvqyessepadf- 

PC/rF.DGWY7vVRSFPLSGEIlAKFLIYAGC-<ET0EKWQKLSLKPTLTEES^^^ 
ErVFPRQFSF:H3GHLORQKR 

Cadherin-3 human (.'7-107) : 

G}lA.VFFEAEVTLEAGGAEC'E?C::rAL:^]Cv^FM-70EPALFSTDNDDFTVRNGETV0ER- 
R S LKE r .N ? LP: I EPS KR I L R F H KP 

Ccidherm-'^ human (Id -169) : 

HNEDLTTRETCPCAGFSEDDYTALISQNILEGEKLLQVKSSCVGTKGTQYETNSMD- 

fkgadgtvfatflelqvpseqvaftvtawdsqtaepcwdavlvaqtssppisghkpokgk- 
k-^a^alppspfpkdtllpvjpc'h :;n7j^7glrrrd:r 

Cadherun-5' human (16-47): 
A G AN P A O R D T H S L L P T H R F K R 

Gadherin-6 human (19-53): 

tlstplskrtsgfpakkralelsgnsp:i^eliirskr 

Gadherin-6 human (19-51): 

T LS T P L 3 KRT S G FPAKKPA LE L 3 GN 3 P:NE Lr :P 3 

Gadheri n- 8 human : 

KlL:)IAVTPLIILKlTL?PGIYI-lAPMnQ3GVLK3 33PLE:dN[3LGEEORILNR3KR 

Gadherin-B human ( Gadhe r m- 1 1 ■; p-recurscr (23-53^: 
EAPERRGHLRP3FHGHHEFGKEGGVLCR3KP 

FF RGHG? P3FHGHHEKGKE^.;^VL-:)R3 ; GR-GrGF) 
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Cadherin-C human (Cadherin-12 ) - Brain-Cadher m Pre 
(24-54) ; 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRVKR 



Cadherin-C human ( Cadher in- 12 ) 
(24-52) : 

QPQPQQTLATEPREWIHLPGQRSHFQRV 



- Brain-Cadher in Precursor 



Cadherin-D human (Cadherm 13j (23-138): 

EDLDCTPGFQQKVFHINQPAEFIEDQSILNLTFSDCKGNDKLRYEVSSPYFfCVNS- 

DGGLVALRNITAVGKTLFVHARTPHAEFDI4AELVIVGGKDISLQDIFKF7\RTSPVPR- 
QKRPSVLLLSLFSLACL 



Cadherin-F human (Cadherin 14' (22-60): 

vpgwrrpttlypwrrapalsrvrfawvip:-^isvsenhkr 



Varianten von CDGF, dadurch gekennzeichnet , dal3 es sich urn 
allelische Variationen der CDGF oder urn durch in-vitro Mu- 
tagenese erhaltliche Peptide handelt, die in ihrer biol- 
ogischen und/ oder immunologischen Aktivitat den CDGF ent- 
sprechen . 



Verbindung dadurch gekennzeichnet , daB sie CDGF oder Deri- 
vate gemali den Anspruchen 1 bis 8 enthalten und zellproli- 
ferative, zellprotektive und/oder zelldif f erenzierende Ei- 
genschaf ten auf weisen. 



Nukleinsauren codierend fur CDGF gemaB einem der Anspruche 
1 bis 1, Varianten gemaB Anspruch 8 oder Verbindung egmafi 
Anspruch 9, 

Nukleinsaure dadurch gekennzerchnet , daI5 sie komplementar 
zur Nukleinsaure gemafi) Anspruch 10 ist. 

Nukleinsaure gemaU Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzei- 
chnet, daI5 es sich urn DNA, RNA, PNA oder nuclease-resi s- 
tente Anaioga davon handelt. 
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'/eKCoren ^i.-ntna^ ren d Nukleinsauren gerriafi mmdestens emer 
ier .^spruche 10 b^s 12. 



14. .^Jirikorper dadurch gekennzeichne l , daB sie gegen CDGF ge- 
mar-i) eineiT: der Arispruche 1 bis 7, eine Variante aeir.af: Aii- 
spruch 8, erne Verrandung gemaB Ar.spruch 9 gerichtet sind. 

15. 7^-ii:agcnist/Irihibitcr daaurch gekennzei chne t , daB er ge- 
richtet 1st gegen CDGF gerr.af: emerr. der Anspruche 1 dis 7, 
erne Variante gemafi Anspruch 8, eine Verbindung gemaB 7m- 
spruch 9 Oder gegen eine Nukleinsaure gemaB einem der An- 
spruche 10 bis 12. 



16. Jvrzneimittel enthaitend CDGF aemal3 emem der /mspruche 1 
ois 7, eine Variante gemaP^ /uispruch 8, Verbmdungen gemaB 
7mspruch 9, Nukleinsauren gemaB rr.mdestens einem der Ans- 
pruche 10 Dis 12, Antikorper gemal^ Anspruch 14 und/oder 
.i^mtagcnisten/Inhibitoren gemaP. Anspruch 15 zusammen rr.it 
ublichen Hi if sird ttcln . 

17. Diagnostikir:ittel enthaitend CDGF geraaB einem der Anspruche 
1 bis 7, eine Variante gemaB Anspruch 8, Verbindung gemaB 
Anspruch 9, Nukleinsaure geinaB mindestens emen der TU^sp- 
ruche 10 bis 12, Antikorper gemaB Anspruch 14 und/oder An- 
tagonisten/ Inhibitoren gemafi Anspruch 15 zusammen m.it ub- 
lichen Hilf smittein . 

18. Arzneimittel gemaB TVnspruch lb in geeigneten galenischen 
Zuoereirungen zur oralen, int ravenosen , mr ramuskularen, 
mtracuranen, intra thekalen Ai^.wendunq sowie als Aerosol 
zur transpulmonalen Application . 

19. Verwenaung der Arzneimirtel gemaB Anspruch It ooer 16 zur 
Eehandlung und Prophylaxe von degenerat i ven sowie metabo- 
lischen Erkrankungen des Knc'Chens wie Csreoporcse, Osrec- 
malazie und <7steopenie, des Pankreas wie Diabetes nelli- 
tus, oes Muskels w:e Mus ke idy s i ropni en , der Gefalie, des 
ientraien4 und peripheren Nervensys terns v;: e peripherc und 
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zentrale Neuropathien, der Lunge wie Asthma bronchiale, 
des Magens wie Ulcus, sowie zur zur Therapie und Prophyla- 
xe von entzundlichen Prozessen, gestorten Entzun- 
dungsreakt ionen, Tumorerkrankungen, sowie zur Wund- und 
t:nochenheilung . 



20. Verwendung des Diagnostikmittels gemali Anspruch 17 zur 
f':ontrolle von CDGF-Spiegeln in Geweben, in Sekreten 
und/oder in Korper f lussigkeiten wie Plasma, Urin und Liqu- 
cir cerebrospinalis . 



21, Verwendung des DiagnostiJunittels gemali Anspruch 17 als 
Marker fur Funkt ionsstorungen des PCnochens, der Muskeln, 
der GefaBe, des Nervensystems , der Lymphorgane, des Magen- 
Darmtraktes, des Immunsystems und von Diabetes sowie in- 
i'lammatorischen und neoplastischen Prozessen sowie als Tu- 
nic rmarker . 



Verfahren zur Herstellung von CDGF oder gemaB mindestens 
einem der Anspriiche 1 bis 7, Varianten gemali 7\nspruch 8 
Oder Verbindung gemaB Anspruch 9 aus Hamofiltrat 



durch Kationenaustauscher-Extraktion mi t nachf olgender 
Elution der adsorbierten Substanzen, eine erneute Ka- 
tionenaustauscher-Chromatographie des die Peptide ent- 
haitenden Extraktes sowie mehrstufige Umkehrphasen- 
Chromatographie oder 



durch Fe s tpha s ens yn these im Sinne der Merrif ield- 
Synthese sowie Flussigphasensynthese nach dem Fachmann 
an sich bekannten Methoden mit geschiitzten Aminosauren 
und Aufreinigung oder 

durch dem^ Fachmann an sich bekannte Verfahren der he- 
terologen Expression mittels gangiger biotechnologi- 
scher Vektoren . 
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seque::zprctokol. 



!: ::■ r s sma nn 

y ri e r - S r r a s s e 



■ 1 : /^\.-'.r.^L^i_r^. : 

ih; TTF-ASSE: Fe-dc-" 
A' ^ ) CRT: Hannover 

) L AK D : l) e u t: s o hi land 

( y) ?o:::'TLE] TZA::A : :;;::62 5 

(11) BEZKlCmrjll- DEK EF.FINDUNG: Cadherin derived growth factor 

una seme Verwendunc 

(lii) AN;:AHL E^KR EEQUErJZEN: 14 
V 1 V ) COMPUTE P - LESBARE EA^CCUrJG : 

'b) CCMTUTER: lEM PC c:omr;atibie 
: C- ) r^ETF TEESSYSTEM : PC-DOS /MS-DOS 

(D) S^":iE:-WARE : Pa*.ent:In Release ^1.0, Version t^l.30 (EPA) 



A.NGABEN 2U SEC ID IPC: 1: 
( 1 ) SECCEHEr:Et]M2EICH£r: : 

iA: LANCE: 12 3 /iirii no s aur en 

: y "> ARIC .Ammosaur-;:: 

[C) CIT.AMCFORl^: nicht t^ekannt 

.2) TC^PCLCGIE: ni cnt cekannc 
fii; ART DEC MOLEKULS : Peptic 
txi) SECCENERESCHREIBUNG : SEQ ID r:0 : 1: 

Cys His Pre Gly Phe Asp- Ala Glu Ser Tyr Thr Phe Thr Val Pro Arg 

Arc His Ce- Glu Arg Gly Ar::; Val. Cc^i: G^y Arg Val Asn Phe Cvs Thr 



re;.] /^sr Tnr Arc 
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/ 9 



The Ser Thr Lv 



vax ^Tir ijCU 



Uy His His riis Arq Pre E-'ro Pro 

9G O:; 



:r Vol -,€-r ^^y He Gin Ala Glu Leu Leu Thr Phe Pro 
^OC 1C5 :jo 



/^sn Ser Ser Pro Gl' 
115 



Ara Arq Gin Lys Aro 
120 



ANGAE^EN ZU SEQ ID NO: 2: 
{ r ) SE0UENZr;Er]^4ZElCHEN : 

(A) LA^JSE: 132 Amr nos auren 

( B) ART : Arr.inosaure 

;G: S1'RANG;E0RM : nicnt bekannt 
;D) TC'POLOGIE: nicht bekannt 
(-11) ART DEI' MCiLEKULS: Peptid 
txi) 3EQUENZHESCHRE1BUNG: SEQ ID NO: 2 



^lu Ala Ser Glv Glu He Ala L 



eu 



: Cys Lys Thr Gly Phe Pro Glu A^ 



1 0 



15 



Val 



Ala \'al Leu Se. 



-ys Asp Val Hrs Glu Gly Gin Pro Leu 
25 30 



Leu Asn Val Pn 



e Ser Asn Cys Asn Gly Lys Arq Lys Val Gin Tyr Glu 
35 4C 45 



Ser Ser Glu Pro Ala 



Asp Phe Lys Val Asp Gi u Asp Gly Met Val 

55 GC 



Ala Va: 
6 5 



ne r^ro Leu Ser Ser Glu Firs 7^1a L\'s Pn( 



y^^.^n Asp ry^ 



u 



- rp G. n L;,'s Leu Ser Leu 



-ys Pre Thr Leu Thr Glu Glu Ser Val lys Giu Ser Ala Glu Val Glv 

IOC :o;= 
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a ?he 



ira Gir: Fhe 
1 2 0 



ys His Ser Gly His Leu Gin 

1 O 



(2; A:\fGABEIJ Zu SE:^ id IJO: 3: 
U :::i:::sUENZKErJNZEICHEN : 

a; LAMGE : 7^^ Ami no saur en 
B ) AF.T : Air.i no s a u r e 
.2) GTP-2\I^JGF0PJ^: nicnt bekannt: 
.G) TOF'OLOGIE: nicht bekannt 
(li) ART EES MOLEKsLS: Peptid 
(x:. ; SEQUENZBE2GHREIBGKG : SEQ ID VO: 3: 

Gy<^ Arc Ala Va 1 Ph€.- Arg Giu Ala Glu Val Thr Lea Gla Ala Giv Gly 
1 : 10 15 

A.la Gla Gin Gla Pre Gly Gin Ala Leu Gly Lys Val Phe Met Gly Gin 

2 - 2 5 3 C 

Glu Pre Ala Leu Phe Ser Thr Asp Asr: 7\sp Asp Phe Thr Val A.rg Asn 
3 5 4 0 ^5 



Gly Glu Thr Val Gin Glu Arg Arg Ser Leu Lys Glu Arc Asn Pr 



'ro Leu 



i.ys lie Phe Pro Ser Lys Arg lie Leu Arg Arg His Lys Arg 

70 75 

ANG.ABEM ZD SEj ID ND: 4: 
(1 ' SEjUENZKEHXZEIGHEN : 

I 2. ) L AFJ 2 E, : 14 4 Ajt^ mo s a u r e n 
; b :> A r : T : P^jr. r n o s a u r e 

2' STRAN-2E0RN^ : n^cht. bekannt 
vD) T0P2:L0GIE: nisht bekannt 
vii'^ ART DES MOLEKULS: Peptid 
,:■:!} SE0UENZ5ESCHREI3oN2 : SEC ID NO: 4: 



Glu I:sr- Le 
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G^u A.sp Asp ^yr Thr Ala Leu lie Ser Gin Asn He 



20 



I^eu Glu Gly 

23 30 



Lys Leu Leu Gin Val Lys Ser Ser Cys Val Gly Thi Lys Glv Thr Gin 



Tyr Glu Tnr Asn Ser Met Asp Phe Lys Gly Ala Asp Giy Thr Val Phe 



6( 



Ala Thr Arg Glu Leu Gin Val Pro Ser Glu Gin Val Ala Phe Thr Val 
65 70 7', 



80 



Thr Ala Trp Asp Ser Gin Thr Ala Glu Lys Trp Asp Ala Val Leu Val 

85 90 



^In Thr Ser Ser Pre Hrs Ser Gly his Lys Fro Gin Lvs Gly Lys 



100 105 



110 



Lys Val Val Ala Leu Asp Pro Ser Pro Pro Pro Lys Asp Thr Leu Leu 
115 120 125 

Pro Trp Pro Gin His Gin Asn Ala Asn Gly Leu Arg Ara Arg Lys Arg 
130 135 
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ANGABEK 2U SEC IT' NO: 5: 

( A ) L/-JnI G I-:: : 2 2 Inv. incsauren 

(r:>) AI-G' : Arriinosaure 

G:; GTFAdJGFOFJ^I: nicht bekannr 

G:g T'GFG-LOGIE: nicht bekannr 
{11; ARG DEG MOLEKULG: Pent id 
[i-::^) SEGUENGEESGHPEI3UKG : SEQ IE NC; : 5: 

Ala GIg A.la Asn Pro Ala Gin Arg Asv~' Thr His Ser Leu Leu Pro Tr:r 
i '-^ 10 15 

iiis A.rg Arg Gin Lys Arg 

2 0 

ANGABEN ZG GEQ lE^ NO: 6: 
( 1 ) SEGUENEKENNZEICHEN : 

'■I-/) L;\J4GE : 35 T^ijninosauren 

(p.) APT: Aminosaure 

(G) STRAJ^JGFOPJ^ : nicht bekannt 

(TO TGP'OLOGIE: nicht bekannt 
{11) ARG EES MDLEKULS: Pep t id 
(XI) SEQUENZ5E3CHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 

Thr Leu Ser I'hr Pro Leu Ser Lys Arg Thr Ser Gly Phe Pro Ala Lys 
- S IC 15 

Lys Arg Ala Leu Glu Leu Ser Gly Asn Ser Lys Asn Glu Leu Asn Arg 
20 25 30 

Ser Lvs A.rq 



2) a:\GAEEK 2G sec IE NO: : 

. 1 secgexere::nzeichea : 

^ L AI^J G r: : 3 3 i n c s a u r e n 

V E ■ Ar 2" : Ain:.nosaure 

;G:' STivA::GEOPO':: mcnt bekanni 

[i:-] TOPOLOGIE: nicht bekannt 
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!,eu Ser Thr Pre I.e^: Ser I.ys Arg Thr Ser Gly Phe Pro Ara Lys 



2 C 



L\'s Arc Ala Leu '^lu Leu Ser Gly Asr. Ser Lys Asn Glu Leu Asr Arc 



:Der 



ANGA5LN ZU SEC^ ID NO: 6: 
; r ) SE jUEKZP'.ErWZEICHEN : 

(A) LANGE : 5 4 Ami no s aur en 

(B; ART: Aj".inosaure 

;G; STFA.MGFOR]-: : nicht bekannr 

iL' TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ri; ART DES MOLEKULS : Feptid 
1X1) GEQUENZP.ESCHREIBUN^G : SEC' ID r:o : 8: 

Met Leu Leu A.sp Leu Trp Thr Pro Leu lie lie Leu Trp lie Thr Leu 
1 10 15 

Pro Pro Cys He I^yr Met Ala Pro Met Asn Gin Ser Gin Val Leu Met 
20 25 30 

Ser Gly Ser Fro Leu Glu Leu Asn Ser Leu Gly Glu Glu Gin Arg He 
3 5 4 0 4 5 

Leu Asn Arg Ser Lys Arg 

50 

a:<gapen zl sev^ ie ^:c;: 9: 

( r ; SEC^-^ENZ.KENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 31 An-.r no s aur e n 
I E ; A?7 : Arc i. r . s a u r e 

STrA.NGFOP>: : niohr bokannr 
[D] TC)POLCGlE: nrcnr bekannt 
(rx) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(xi; SE'l jENZBESCriREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 

Phe Ala Pro Glu Arc Arg Gly His Leu Arg Fro Ser Phe His Gl\' }i2s 
- ^ IC IS 
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n_LS Glu Lys -^.^y Lys Glu Gly Glr. Val Leu Gin Arg Ser Lys Arq 



{ 2 ; ANGABE:; Zi: SZ id KO : 10: 

: 1 ; SE:)ui:NZ:''r:::NZEi :hen : 

;A) LAI:^;:?;; 2 6 Arriincsauren 

( B ; AR'l' : /irnir.osaure 

STFAUGPOPJ^ : n:Lcht bekannt 

{D; TOI-OLOGIE: nicht i::^ekar:nT: 
(ii) ART EES M'OLEKUES: Peptid 
{XI) SEQUEN:Z}<E2GHREIBUNG: SEQ IE) NO: 10: 

Glu Arc Arq Gly His Leu Arg Pro Ser Phe Mrs Gly His His Glu Lys 

Gly Lys Glu Glv Gin Val Leu Gin Arc Ser 
1 2 5 

[2] ANGABEN LU SEC ID NO: 11: 

( r ; seluenz?:ennzeic:hen : 

( 7". ; LJiI\ G E : 2 1 Am i n c> s a u r e n 

([-) AIT: Aminc'saure 

iC) STRA2IGEORM; nicht bekannt 

(D) TOF'OLOGIE: nicht bekannt 
ill) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(xi) SEOUENZBESGHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Gin Pro Gin Pre: Gin Gin Thr Leu Ala Thr Glu Pro Arg Glu Asn Val 
15 10 15 

lie His Leu Pre Gly Gin Arg Ser His Phe Gin Arg Val Lys Arq 

2 b 3 0 

2} ANGABEN ZL SE'^' ID NC : 12: 
1 ; SEvDENZRrNNZE D2HEN : 

(A) LANGE: 2 9 T^rnosauren 
( b ; A^.T : Ammosaure 
iC) STFA2:gE0F>:: nichr bekannr 
I D T CT-'O LOG I E : n r c h t c e k a n n t 
( 1 :i : APT EES MjLEF:ULS: Peptid 
.xi: SELUENZBESCHREIBUNG : SET ID l^J 2 : 22: 



wo 99/1 9477 PCT/EP98/06547 



Gin PrD Gin Gin 



Leu Ala Thr Glu Pro Ara Glu 



15 



Leu Pro Gly Gin Arc Ser His Fne Gin 



Arcj Val 



; - ) sl:.^uekz?ce:ijnzeichkn : 

>A) L/iM'L^E : 12 9 Amincsauren 

'B) AP.T: TViTLinosaure 

iC) STPA^JGFORM: nj.chr Dekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
(ii) A?,T DES MC>LEfCULS: Peptid 
(>:i) SEQOENZEESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 



Glu Asp Leu hup 
1 

A.sn Gin Pro Ala 



P h e Ser A s p Cy s 
Pro Tyr Phe Lys 

lie Thr Ala Val 

65 

Ala Glu Pr:e Asp 

Ser Leu Sin Asp 



Cys Thr Pro Gly 



Glu Phe Tie Glu 



Lys Gly Asn A.sp 
40 

Val Asn Ser Asp 
55 

Gly Lys Thr Leu 

70 

iMet A.ia Glu Leu 
85 

lie Phe L\'s Phe 



Phe Gin Gin Lys 
10 

A.sp Gin Ser lie 
25 

Lys Leu Arg Tyr 

Gly Gly Leu Val 
60 

Phe Val His Ala 

75 

Val lie Val Gly 

90 

A. la Arc Thr Sei 
105 



Val Phe His lie 



Leu Asn Leu Thr 

3 0 

Glu Val Ser Ser 
45 

Ala Leu Arg Asn 



Arc Thr Pro His 

80 

Gly L\'s A.sp lie 
95 

P r G V a 1 P re Arc 
110 



.n u\'s 



al L^ 



Leu Leu 



?cr Leu Phe 



L) tJ U 



A.la Cys 
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AilGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 
(1 ) SEQUENZKErJNZEICHEN : 

( A ;■ L7iN G E : 3 9 I-sr^:Ln csaure n 
( 5 j AF\1" : Ajninosaure 
■'C; STI^AiVGFCRN!: nicht bekannt 
(D) TC;?OLOGIE: nichr bekannr 
ART DES MOLEKULS: Peptid 
(x:l) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Val Pro Gly Trp Arg Arg Pro Thr Thr Leu Tyr Pro Trp Arq Arg Ala 



Pro Ala Leu Ser Arg Val Arg A.rg Ala Trp Val lie Pro Pro lie Ser 



1 



5 



10 



15 



20 



25 



30 



Val Ser Glu Asn His Lys Arq 
35 




1. A peptide referred to as cadherin-derived growth factor (CDGF) the 
sequence of which corresponds to a partial sequence of a pre-pro- 
cadherin, said pre-pro-cadherin comprising the donnains signal se- 
quence, pro sequence, cadherin repeats, transmembrane region and 
intracellular domain, characterized in that the sequence of said pep- 
tide comprises the pro sequence, that at least one of the other do- 
mains of the pre-pro-cadherin is lacking, and that said peptide has 
cell-proliferative, cell-protective and/or cell-differentiating properties. 

2. The CDGF according to claim 1, characterized in that said CDGF has a 
cell-proliferative effect on primary osteoblasts from rat calvarias. 

3. The CDGF according to claim 1 and/or 2, characterized in that said 
CDGF has a cell-protective and/or cell-differentiating effect on pri- 
mary nerve cell cultures from spinal ganglia of chicken embryos. 

4. The CDGF according to at least one of claims 1 to 3, characterized in 
that said CDGF is a fragment of pro-cadherin. 

5. The CDGF according to at least one of claims 1 to 4, characterized by 
being the peptide cleaved off during the processing of pro-cadherin 
into cadherin, or a fragment thereof. 



6. The CDGF according to at least one of claims 1 to 5, characterized in 
that said CDGF comprises no cadherin repeats. 
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7. A CDGF having the sequence 

Cadherin-l human (28-154): 

CHPGFDAESYTFTVPRRHLERGRVLGRVNFCTGRQRTAYFSLDTRFKVGTDGVIT- 
VKRPLRFHNPC)liiFLVYAWDSTYRKFSTKVTLNGHHHRPPPHQASVSGIQAELLTFP- 

IvSS]';:lrrqkr 

c:adherin-2 human (24-159) : 

kasgeialcktgfpedvysavlskdvkegqpllnvfsncngkrkvqyessepadf- 

P.-VDEDGMVYAVRSFPLSSEHAKFLIYAQDKETQEKWQKLSLKPTLTEESVKESAEVE- 

eivfprqfskhsghlqrqkr 

Cadherin-3 human (27-107): 

cravfreaevtleaggaeqepgqalgkvf>igqepalfstdnddftvrngetvqer- 
rslkernplki fpskrilrrhkr 

Cadherin-4 human (21-169): 

hnedlttretckagfseddytalisqnilegekllqvksscvgtkgtqyetnsmd- 

fkgadgtvfatrelqvpseqvaftvtawdsqtaekwdavlvaqtssphsghkpqkgk- 
kwaldpspppkdtllpwpqhqnanglrrrkr 

Cadherin-5 human (26-47) : 
AG7\NPAQRDTHSLLPTHRRQKR 

Cadherin-6 human (19-53) : 

tlstplskrtsgfpakkralelsgnsknelnrskr 

Cadherin-6 human (19-51): 

tlstplskrtsgfpakkralelsgnsknelnrs 

Cadherin-8 human: 

mlldlwtpliilwitlppciymapmnqsqvlmsgsplelnslgeeqrilnrskr 
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Cadherin-B human (Cadherin-1 1 ) Precursor (23-53): 
FAPERPGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRSKR 

ERRGHLRPS FHGHHEKGKEGQVLQRS ( OB-CDGF) 
Caa.-erin-c human (Cadhorin-12) - Brain-Cadher in Precursor 

0PQPQ0TE7aTEPH,ENVTHLPGQRSHFQRVKR 

C.dhoMn-C human (Cadherin-12) - Brain-Cadherin Precursor 
(2^-52) : 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRV 
Cadherin-D human (Cadherin 13) (23-138) : 

edldctpgfqqkvfhinqpaefiedqsilnltfsdckgndklryevsspyfkvns- 

dgglv/vlrnitavgktlfvhartphaefdmaelvivggkdislqdifkfartspvpr- 
qjcrpsvlllsj.fslacl 

Cadherin-F human (Cadherin lA) (22-60): 

vpgwrrpttlypwrrapalsrvrrawvippisvsenhkr 



8. Variants of CDGF, characterized by being allelic variations of the 
CDGFs or peptides generated by in vitro mutagenesis whose biologi- 
cal and/or immunological activities correspond to those of the CDGFs. 

9. Compounds, characterized by containing CDGF or derivatives thereof 
according to claims 1 to 8 and having cell-proliferative, cell -protective 
and/or cell-differentiating properties. 



10. Nucleic acids coding for CDGF according to any of claims 1 to 7, 
variants according to claim 8 or a compound according to claim 9. 
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11. A nucleic acid, characterized by being complementary to the nucleic 
acid according to claim 10. 

12. A nucleic acid according to claim 10 or 11, characterized by being 
DNA, RNA, PNA or nuclease-resistant analogues thereof. 

13. Vectors containing nucleic acids according to at least one of claims 10 
to 12. 



14. Antibodies, characterized by being directed against CDGF according to 
any of claims 1 to 7, a variant according to claim 8 or a compound 
according to claim 9. 

15. An antagonist/inhibitor, characterized by being directed against CDGF 
according to any of claims 1 to 7, a variant according to claim 8, a 
compound according to claim 9 or a nucleic acid according to any of 
claims 10 to 12. 

16. A medicament containing CDGF according to any of claims 1 to 7, a 
variant according to claim 8, compounds according to claim 9, nucleic 
acids according to at least one of claims 10 to 12, antibodies accord- 
ing to claim 14 and/or antagonist/inhibitors according to claim 15 to- 
gether with usual auxiliary agents. 

17. A diagnostic agent containing CDGF according to any of claims 1 to 7, 
a variant according to claim 8, a compound according to claim 9, a 
nucleic acid according to at least one of claims 10 to 12, antibodies 
according to claim 14 and/or antagonist/inhibitors according to claim 
15 together with usual auxiliary agents. 
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18. The medicament according to claim 16 in suitable galenic formula- 
tions for oral, intravenous, intramuscular, intracutaneous, intrathecal 
administrations, and as an aerosol for transpulmonary administration. 

19. Use of the medicaments according to claim 16 or 18 for the treatment 
and prophylaxis of degenerative and metabolic diseases of the bones, 
such as osteoporosis, osteomalacia and osteopenia, of the pancreas, 
such as diabetes mellitus, of the muscles, such as muscular dystro- 
phies, of the vessels, of the central and peripheral nervous systems, 
such as peripheral and central neuropathies, of the lungs, such as 
bronchial asthma, of the stomach, such as ulcer, and for the therapy 
and prophylaxis of inflammatory processes, disturbed inflammatory 
reactions, tumor diseases, and for wound and bone healing. 

20. Use of the diagnostic agent according to claim 17 for checking CDGF 
levels in tissues, in secretions and/or in body fluids, such as plasma, 
urine and cerebrospinal fluid. 

21. Use of the diagnostic agent according to claim 17 as a marker for 
functional disorders in bones, muscles, vessels, the nervous system, 
lymph organs, the gastrointestinal tract, the immune system, and of 
diabetes and inflammatory and neoplastic processes, and as a tumor 
marker. 

22. A process for the preparation of CDGF according to at least one of 
claims 1 to 7, variants according to claim 8 or a compound according 
to claim 9 from hemofiltrate 

using cation-exchange extraction followed by elution of the 
adsorbed substances, renewed cation-exchange chromatogra- 
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phy of the extract containing the peptides, and nnultistage re- 
versed-phase chromatography; or 

by solid-phase synthesis in terms of Merrifield synthesis, or 
liquid-phase synthesis according to methods involving protected 
amino acids, per se known to those skilled in the art, followed 
by purification; or 

by methods of heterologous expression, per se known to those 
skilled in the art, using common biotechnological vectors. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets nhich have been furnished to the receiving Office in response to an invuauon 
under Article 14 are referred to in this report as " originally filed ' and are not annexed to the report since they do not contain amendments ) 



[ I the international application as originally filed. 

^ > ] the description, pages ^ ~ ^8 
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the claims. 
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, as originally filed, 
, filed with the demand, 
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2. The amendments have resulted in the cancellation of: 
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the description, pages 

the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observ ations. if necessarv: 



See Supplemental Box 



Form PCT IPEA 409 (Box I) (Januar\ 1994) 



IM ERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Supplemental Box 

(To be used when Uie space in an\ oi^thc preceding boxes is noi sulTicicnti 
C onunuaiion of 1-3 

1. The amendinents filed with the letter of 06.12.99 

introduce substantive matter which goes beyond the 
disclosure in the international application as filed 
in contravention of PCT Article 34(2) (b). This 
applies to the amendment of the sequence of 
"cadherin-D human (cadherin 13) (23-138)" in Claim 4 
In the opinion of the International Preliminary 
Examining Authority, this is not an obvious error. 
The application as originally filed does not appear 
to disclose that the sequence indicated in the 
proposed rectification was envisaged. Nor is the 
proposed rectification clearly indicated in document 
D3 (CELL ADHESION AND COMMUNICATION (1994) 2: 15 - 
26) f because the sequence indicated in Figure 5 of 
that document also differs from that of the 
application at other positions of the sequence range 
23 - 138. The above-mentioned amendment was 
therefore disregarded for the establishment of the 
present report. 
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\. Reasoned statemeni under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 Siaicmcni 

Novcln ( N I 

liu ciui\ c sicp ( iS ) 



Industrial applicabiiii) (lA) 



(C itations and cxpianaiions 

2. The peptides of Claims 1-4 are considered to be 
novel, because they are shorter than the pre-pro- 
peptides disclosed in D3 (Figures 1 - 7 ) by the N- 
terminal - 

m addition, these peptides appear to involve an 
inventive step because of their unexpected effect as 
growth factors. It would not have been obvious to a 
person skilled in the art to provide the claimed 
peptides in order to solve the technical problem of 
providing further peptides which have cell- 
prolif erative, cell-protective and/or cell- 
differentiating properties,. Consequently, Claims 
5-14 are also novel and inventive. 

3. INDUSTRIAL APPLICABILITY 

The PCT does not contain clear-cut criteria for 
assessing the industrial applicability of the present 
Claims 12 and 13. Patentability can also depend on 
the wording of the claims. The EPO, for example, 
does not recognize industrial applicability of claims 
to the use of a compound in a medical treatment; it 
does, however, allow claims to, the first use of a 



C laims - - - 

Claims 

- : ; N ES 



C lainis 



Claims 



Claims 



Claims : : , ^ ^ 



/. . . 
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known compound in a medical treatment or to the use 
of such a compound in the manufacture of a drug for a 
new medical treatment. 
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\ III. ( ertain observations on the international application 



l\c lollouin^: obscnations on Uic ciaru\ of ihc claims, dcscripiion. and drauinL;> or on ihc qucsiion uiicthcr ihc claims arc tulK 
supponcd b\ ihc dcscnpiion. arc made 

4. The expression "in that the peptide has cell- 
proliferative, cell-protective and/or cell- 
differentiating properties" used in Claim 1 is 
unclear, contrary to PCT Article 6, because the way in 
which this activity is to be measured is not defined. 
Investigation of the effect of a particular peptide on 
all conceivable cell types and cell lines, simply in 
order to determine whether it falls under the claim, 
would entail undue effort for a person skilled in the 
art . 

5. Claim 4 appears to contain all the features of Claim 1 
and is therefore not correctly worded as a dependent 
claim dependent on the latter (PCT Rule 6.4). 

6. The description is not in line with the claims, 
contrary to PCT Rule 5.1(a) (iii). 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons 
1 I X| Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely; 
For further information, see form PCT/ISA/210 



2 [ I ClaunsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be earned out, specifically 



j I ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 Aia) 



Box II Observations where unit\' of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authonty found multiple inventions m this mlemational application, as follows: 



1. Q As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. Q As alt searchable clamis could be searched without efTortjustifying an additional fee, this Authority did not mvi te payment 

of any additional fee. 

^- rj only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this mtcmational search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



I I required additional search fees were trniely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
— restricted to the mvcntion first mentioned m the clauns; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest | [ The additional search fees were accompamed by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the pa>Tnent of additional search fees. 
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Although claim 19 relates to a method for treating the human/animal body, the search was 
carried out and was based on the cited effects of the composition. 

Although claims 20 and 2 1 relate to a method of diagnosis which is carried out on the 
human/animal body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
composition. 
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VERTRAGWiBER DIE INTERNATIONALE ZUStJMM EN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Artikei 18 sowie Regein 43 und 44 pcTi 




Aktenzeicr^en aes Anmelders -xier Anwaits 

982066WO Me 


WEiTERES siene Mitteilung uber aie Ubermittlung aes :^ternaTicnaien 

Recherchenbenchts iFormblatt PCT ISA 220) sOvVie, so/.eit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehe^der Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/06547 


Internationales Anmeideaatum 
(Tag Monat Jann 

15/10/1998 


iFrunestesj Pnontatsdatum iTag Monat Jann 

15/10/1997 


Anmeider 

FORSSMANN. Wolf-Georg et al . 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationaien Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmeider gemaB 
Artikei 18 ubermittelt. Etne Kopie wird dem Internationaien Buro ubermittelt. 

Dieser tnternationale Recherchenbericht umfaOt insgesamt 3__ _ Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eme Kopie der m diesem Bencht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



Grundlagedes Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationaien Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde. sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage emer bei der Behorde emgereichten Ubersetzung der internationaien 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 



Hinsichtlich der in der internationaien Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Seauenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

□ 
□ 

Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationaien Anmeldung im Anmeldezeitpunkt htnausgeht, wurde vorgelegt. 



in der internationaien Anmeldung in Schnflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationaien Anmeldung m computerlesbarer Form eingereicht worden ist, 

bei der Behorde nachtraglich in schnftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 



□ 
□ 



□ 



Die Erklarung. da3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftNchen Sequenzprotokoll entsprecr^en. 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I) 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II) 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmeider eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammentassung 

wird der vom Anmeider eingereichte Wortlaut genehmigt 

wurde der Wortlaut nach Regel 38 2b) tn der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt r>^r 
[ I Anmeider kann der Behorde mnerhalb emes Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationaien 
Recherchenbenchts eine Stellungnahme vorlegen 

5. Foigende Abbiidung der Zeichnungen ist mit der Zusammentassung zu veroftenttichen: Abb. Nr. 1 

'XI wie vom Anmeider vorgeschlagen i kerne der add 

' ! well der Anmeider setbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet 
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Feld I Bemerkungen zu aen Ansprucnen, aie sicn als nicnt recnercmerbar er^iesen haben ' Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus foigenden Grunden fur bestimmte Anspruche ^ei^ Recherc^enbencrit erstellt: 
1 1 X Anspruche Nr. 

■ ■ Aeii sie SiCh auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht vercfiichtet ist. ^amiich 

Fur weitere Auskunfte siehe Formblatt PCT/ISA/210 



2. I j Anspruche Nr, 

Aeil sie sich auf Teile der internattonalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschnebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 
daB eme sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. namlich 



3. I I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt. die mcht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt smd. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Eriindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I ! Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' ' Internationale Recherchenbencht auf aile recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden Konnte. der eme 

' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



□ Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entnchtet hat, erstreckt sich dieser 
tnternationale Recherchenbencht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind. namlich auf die 
Anspruche Nr. 



I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren mcht rechtzeitig entnchtet. Der Internationale Recher- 
chenbencht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst en^ahnte Erfindung; diese ist in foigenden Anspruchen er- 
fai3t; 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | ■ Die zusatzlichen Gebuhren Aurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

t I Die Zahlung zusat^hcher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch 



Formblatt PCT ISA 210 i Fortsetzung von Blatt 1 -1))(Juli 1998) 




inTernationales Aktenze^chen PCT/EP 98 /06547 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Obwohl Anspruch 19 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 

menschl 1chen/tlGr1 schen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefiihrt 

und grundete sich auf die angefCihrten Wirkungen der Zusammensetzung . 

Obwohl die Anspriiche 20 und 21 sich auf ein Di agnosti zi erverf ahren , das 
am menschl ichen/tieri schen Korper vorgenommen wird, beziehen, wurde die 
Recherche durchgefiihrt und grundete sich auf die angefCihrten Wirkungen 
der Zusammensetzung. 



INTERN ATIONALS^^ECHERCHENBERICHT 



Pnationaies Aktenzeichen 



PCT/EP 98/06547 



A KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/12 C07K14/475 C07K16/22 



\acr der : rr^r^^aTionaien ^at^ ntKiassif iKaiiC^ ■ 'PK r^z^e'- "acn ae'' -^at'C^a-en K asS'^ ''.a* cf" ^nc Jer .FK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Pec'^erchierter MindestDrufstott •<:a3S.f 'nationsSySTen- jna <:a3S.T'''at!crss/pn00i^ 

IPK 6 C12N C07K 



;=;.9rne rcnierte acer nicht zum MmcjestDrLjfstott genorenae V-?rof*ent!icnungen soAe'T diese unter die rech^rcnierten G-^cete 'a 



Wanrena aer .rternationaien Recnerch9 Konsultierte eleKtroniscre Oat^nDank rjame der Datenbank und evti verA.= ndet9 Sucnoegnfte ) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone 


Bez9tcnnung der Veroffentlichung, sowert erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr Anspruch Nr 


A 


US 5 646 250 A (SUZUKI S) 8. Juli 1997 


1-3. 






10-15 




si ehe Bei spi el e 2,3 




A 


EP 0 585 801 A (HOECHST JAPAN LIMITED) 


1.2.7. 




9. Marz 1994 


10-15 




siehe Beisplele 5-7; Tabelle 1 




A 


HIDENOBU TANIHARA ET AL: "Cloning of five 


1-3.7. 




human cadherins clarifies characteristic 


10-15 




features of cadherin extracellular domain 






and provides further evidence for two 






structurally different types of cadherin" 






CELL ADHESION AND COMMUNICATION, 






Bd. 2, 1. Januar 1994, Seiten 16-26, 






XP000576845 






siehe Abbildungen 1-7 
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Weitere Vero*tenthchungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patenrfamilie 



Besondere Kategonen von angegebenen VeroftentHchungen 
A Veroftentlichung. die den allgemetnen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

E ' afteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem mternationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

Veroffentlichung. die geeignet ist. einen Pnontatsanspruch zweifelhaft er- 
schemen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung beiegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist iwie 
ausgefuhrt) 

3 Veroffentlichung, die sich auf eme mundliche Offenbarung, 

eme Benutzung, eine Ausstellung oderandere MaBnahmen bezient 

^ Veroffentlichung, die vor dem intemationaten Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Priontatsdatum veroffentlicht worden 'st 



Spatere Veroffentlichung. die nach dem iriternationaien Anmeiie'- 
Oder dem Frto ntatsdatum veroffentlicht Aorden ist und rr.'l :ier 
Anmeidung nicht kollidiert. sondern nur zum Verstandnis des d-^ 
Ef^indung zugrundeliegenden Pnnzips Oder der ihr zugrurdei eg^ 
Thecrie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspTucr^'e E 
kann ailem aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu coer . 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung. die beanspojchte E 
Kann mcht ais auf efimdenscher Tatigkeit beruhend De!'3:ntet 
werden wenn die Veroffentlichung mit emer oder meh'e^en .i- 
Veroffenthchungen dieser Kategone in Verbmdung gecacnt a 
:i'ese Verbmdung *ur e^nen Fachmann naheliegend .st 

Veroffentlichung. die Mifglied derselben Patentfamilie ist 



d 



Datum des Abschlusses der mternationalen Recherche 



2. Marz 1999 



Absendedatum des 'nternationalen Rechercnenbericnts 



16/03/1999 



Name und ^ostanschntt der i nternatic^aien Recnercherbehorde 
Europaisches Patentamt. P B 5818 Patentlaan 2 
NL - 2260 HV RijSwiiK 

Tel 1*31-70) 340-2040. Tx 31 651 epo ni. 
Fax *3i -701 340-30^6 

-■rmtian PC" 1SA?10 BJatT 2 iJuliV^2i 



3e^C: n^acht.gter Bed;ensTeter 



Cupido, M 
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INTERNATIONALJi^RECHERCHENBERICHT 



■■rnationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/06547 



C.(Fortsetzungj ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



<3l»gcr.i~ < S^ze'Cnnung aer ;e!'Oft-:?ntlicnung, scweit -^rfcrder-icn unt^r Angaoe aer in Betracnt Kommenden Teiie 



Betr Ansprucn Nr 



SELIG S ET AL: "Molecular 
characterization of Br-cadherin. a 
devel opmental ly regulated brain-specific 
cadheri n" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA. . 

Bd. 94, Nr. 6. 18. Marz 1997, Seiten 
2398-2403. XP002095155 
WASHINGTON US 

siehe Seite 2399. linke Spalte. Absatz 3-5 



1.3. 
10-15 
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tern; 



INTEBNATIONAL SEARCH REPORT 

nation on patent family members 



Irnationat Application No 

"PCT/EP 98/06547 



Parent aocument 


Pubiicatior^ 1 




Patent *amily 




Publication 


:;tecl iH search report 


date 




■^"leniberi.s) 




: date 


us 5646250 A 


08-07-1997 


us 


5597725 


A 


28-01-1997 








C 1 i I D / O 


A 


C.O J.VJ LyyO 






EP 


0604603 


A 


06-07-1994 






JP 


7500019 


T 


05-01-1995 






WO 


9321302 


A 


28-10-1993 






US 


5639634 


A 


17-06-1997 


rp 535801 A 


0Q_03-1Q94 


AU 


663216 


B 


28-09-1995 






AU 


4492293 


A 


03-03-1994 






CA 


2104997 


A 


01-03-1994 






JP 


6122700 


A 


06-05-1994 






US 


5869638 


A 


09-02-1999 



■">rm T SA.2' 0 parent •amitv annex ' jui v '992' 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

REC'D 2 6 JAN 200: 



PCT 



•n 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
982066WO Me/Sch-gn 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung Liber die Ubersendung des inter nation ale n 
vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/41 6) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/06547 



Internationales fKnme\<:^e(iaXuTr\(Tag/MonaVJahr) 
15/10/1998 



Priontatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
15/10/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 



Anmelder 

FORSSMANN. Wolf-Georg et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der nnlt der Internationale vorlaufigen Prutung beauftragte 
Behorde erstellt und wird denn Anmelder gemaB Artikel 36 ubernnittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

Auf3erdem liegen dem Bericht ANUVGEN bei; dabei handett es sich unn Blatter mit Beschreibungen. Anspruchen 
und/oder Zeichnungen. die geandert wurden und diesenn Bericht zugrunde liegen. und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtlgungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der VenA^altungsrichtlmien zum PCT), 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthatt Angaben zu folgenden Punkten: 

Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. ertinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkelt der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinslchtlich der Neuhert. der ertinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unteriagen 
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Datum der Einreichung des Antrags 
07/05/1 999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2 0. OV ^ 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
PrCifung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
^ D-80298 Miinchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

^ J) D 

Giebeler, K \\ s^' JJ 

Tel. Nr -^9 89 2399 8546 



Formblatt PCT/iPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06547 



I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt aut der Grundlage {Ersatz blatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-28 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 .1 4 eingegangen am 07/1 2/1 999 mit Schreiben vom 06/1 2/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Andemngen sind folgende Unterlagen lortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3 H Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Off enbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingerelchten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

siehe Beiblatt 

4. Etwalge zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderlschen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkert (ET) Ja: Anspruche 1-14 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja; Anspruche 1-11,14 

Nein: Anspruche 12. 13 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Folder l-Vill. Biatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06547 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarhert der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspnjche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



FormWatt PCT/lPEA/409 {Felder l-VIII. Biatt 2) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06547 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Zu Punkt I 

Grundlage des Berichts 

1. Die mit Schreiben vom 06.12.99 eingereichten Anderungen bringen Sachverhalte 
ein, die im Widerspruch zu Artikel 34 (2) b) PCT uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgehen. Es handelt sich 
dabei um die Anderung der Sequenz des "Cadherin-D human (Cadherin 13) (23- 
138)" in Anspruch 4. Nach Meinung dieser Behorde handelt es sich dabei nicht 
um einen offensichtlichen Fehler. Aus der Anmeldung in der ursprunglich 
eingereichten Fassung ist nicht zu erkennen, daB die in der vorgeschiagenen 
Berichtigung angegebene Sequenz beabsichtigt war. Auch aus dem Dokument 
D3 (CELL ADHESION AND COMMUNICATION (1994) 2: 15-26) ist die 
vorgeschlagene Berichtigung nicht klar ersichtlich, da sich die in Figur 5 dieses 
Dokumentes angegebene Sequenz auch an anderen Positionen des 
Sequenzbereichs 23-138 von der der Anmeldung unterscheidet. 
Folglich wurde die genannte Anderung bei der Ersteliung dieses Berichts nicht 
berucksichtigt. 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

2. Die Peptide der Anspruche 1 -4 werden als neu angesehen, well sle gegenuber 
den in D3 (Abb. 1-7) offenbarten PraPro-Peptiden N-terminal verkurzt sind. 

Au3erdem scheinen diese Peptide aufgrund ihrer unerwarteten Wirkung als 
Wachstumsfaktor auf einer erfinderischen Tatigkeit zu beruhen. Bei der Losung 
der technischen Aufgabe, weitere Peptide mit zellproliferativen, zellprotektiven 
und/oder zelldifferenzierenden Eigenschaften bereitzustellen, ware es fur den 
Fachmann nicht naheliegend gewesen, die beanspruchten Peptide zur Verfugung 
zu stellen. Folglich sind auch die Anspruche 5-14 neu und erfinderisch. 



Forrnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/06547 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



3. GEWERBLICHE ANWENDBARKEIT 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 
12 und 13 gewerblich anwendbar sind, enthalt der PCT keine eindeutigen 
Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formuiierung der Anspruche 
abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die 
auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als 
gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die 
auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die 
Verwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur 
eine neue medizinische Anwendung gerichtet sind. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

4. Der in Anspruch 1 verwendete Ausdruck "dass das Peptid zellproliferative, 
zellprotektive und/oder zelldifferenzierende Eigenschaften aufweist" ist unklar, 
entgegen Artikel 6 PCT, da nicht definiert ist, wie diese Aktivitat zu nnessen ist. 
Es wurde fur den Fachmann einen unzumutbaren Aufwand darstellen, ein Peptid 
auf seine Wirkung auf alle denkbaren Zellarten und Zelllinien zu untersuchen, nur 
um festzustellen, ob es unter den Anspruch fallt. 

5. Der Anspruch 4 scheint alle Merkmale des Anspruchs 1 zu enthalten und ist daher 
nicht richtig als ein von letzterem abhangiger Anspruch formuliert (Regel 6.4 
PCT). 

6. Die Beschreibung steht nicht, wie in Regel 5.1 a) iii) PCT vorgeschrieben, in 
Einklang nnit den Anspruchen. 



Fomnblatt PCT/Berblatt/409 (Blatt2) (EPA-Apnl 1997) 



Patentanspriiche 



1. Als Cadherin Derived Growth Factor (CDGF) bezeichnetes Peptid, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn ein Peptid handelt, das 
bei der Prozessierung von Pro-Cadherin zu Cadherin als Pro- 
Sequenz abgespalten wird oder um ein Fragment davon handelt, 
und dass das Peptid zellproliferative, zellprotektive und/oder 
zelldifferenzierende Eigenschaften aufweist. 

2. CDGF gennaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das CDGF 
zellproliferativ auf primare Osteoblasten aus Rattencalvarien wirkt. 

3. CDGF gemaB Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass das CDGF zellprotektiv und/oder zelldifferenzierend auf 
primare Nervenzellkulturen aus Hinterwurzelganglien von Huh- 
nerembryonen wirkt. 

4. CDGF mit der Sequenz 
Cadherin-1 human (28-154): 

CHPGFDAESYTFTVPRRHLERGRVLGRVNFCTGRQRTAYFSLDTRFKVGT 
DGVITVKRPLRFHNPQIHFLVYAWDSTYRKFSTKXTTLNGHHHRPPPHQAS 
VSGIQAELLTFPNSSPGLRRQKR 

Cadhenn-2 human (24-159): 

EASGEIALCKTGFPEDVYSAVLSKDVHEGQPLLNVFSNCNGKRKVQYESS 
EPADFKVDEDGMVYAVRSFPLSSEHAKFLIYAQDKETQEKWQKLSLKPTL 
TEESVKESAEVEEIVFPRQFSKHSGHLQRQKR 



- 2 - 

Cadherin-3 human (27-107): 

CRAVFREAEVTLEAGGAEQEPGQALGKVFMGQEPALFSTDNDDFTVRNG 
ETVQERRSLKERNPLKIFPSKRILRRHKR 

Cadherin-4 human (21-169): 

HNEDLTTRETCKAGFSEDDYTALISQNILEGEKLLQVKSSCVGTKGTQYE 
TNSMDFKGADGTVFATRELQVPSEQVAFTVTAWDSQTAEKWDAVLVAQ 
TSSPHSGHKPQKGKKVVALDPSPPPKDTLLPWPQHQNANGLRRRKR 

Cadherin-5 human (26-47): 

AGANPAQRDTHSLLPTHRRQKR 

Cadherin-6 human (19-53): 

TLSTPLSKRTSGFPAKKRALELSGNSKNELNRSKR 

Cadherin-6 human (19-51): 

TLSTPLSKRTSGFPAKKRALELSGNSKNELNRS 

Cadherin-8 human: 

MLLDLWTPLIILWITLPPCIYMAPMNQSQVLMSGSPLELNSLGEEQRILNR 
SKR 

Cadhehn-B human (Cadherin-1 1) Precursor (23-53): 
FAPERRGHLRPSFHGHHEKGKEGQVLQRSKR 

GEANDERTES BLAJT 
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ERRGHLRPSFHGHHEKGKEGQVLQRS (OB-CDGF) 

Cadherin-C human (Caclherin-12) - Brain-Cadherin Precursor (24- 
54): 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRVKR 

Cadhehn-C human (Cadherin-12) - Brain-Cadherin Precursor (24- 
52): 

QPQPQQTLATEPRENVIHLPGQRSHFQRV 
Cadherin-D human (Cadherin 13) (23-138): 

EDLDCTPGFQQKVFHINQPAEFIEDQSILNLTFSDCKGNDKLRYEVSSPYF 

KVNSDGGLVALRNITAVGKTLFVHARTPHAEDMAELVIVGGKDISLQDIF 

KFARTSPVPRQKRPSVLLLSLFSLACL 

Oder 

Cadhehn-F human (Cadherin 14) (22-60): 
VPGWRRPTTLYPWRRAPALSRVRRAWVIPPISVSENHKR 

5. Nukleinsauren codierend fur CDGF gema6 einem der Anspruche 1 
bis 4. 

6. Nul<leinsaure dadurch gekennzeichnet, dass sie komplementar zur 
Nukleinsaure gemaB Anspruch 5 ist. 



G--?, Kir) 
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7. Vektoren enthaltend Nukleinsauren gemaS mindestens einem der 
Anspruche 5 bis 6. 

8. Antikorper dadurch gekennzeichnet, dass sie gegen CDGF gemaB 
einem der Anspruche 1 bis 4 gerichtet sind. 

9. Arzneimittel enthaltend CDGF gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, 
Nukleinsauren gemaB mindestens einem der Anspruche 5 bis 6 
und/oder Antikorper gemaB Anspruch 8 zusammen mit ubiichen 
Hilfsmitteln. 

10. Diagnostikmittel enthaltend CDGF gemaB einem der Anspruche 1 
bis 4, Nukleinsauren gemaB mindestens einem der Anspruche 5 
bis 6 und/oder Antikorper gemaB Anspruch 8 zusammen mit 
ubiichen Hilfsmitteln. 

11. Arzneimittel gemaB Anspruch 9 in geeigneten galenischen Zube- 
reitungen zur oralen, intravenosen, intramuskularen, intracutanen, 
intrathekalen Anwendung sowie als Aerosol zur transpulmonalen 
Applikation. 

12. Verwendung der Arzneimittel gemaB Anspruch 9 oder 11 zur 
Behandlung und Prophylaxe von degenerativen sowie 
metabolischen Erkrankungen des Knochens wie Osteoporose, 
Osteomalazie und Osteopenie, des Pankreas wie Diabetes mellitus, 
des Muskels wie Muskeldystrophien, der GefaBe, des zentralen4 
und peripheren Nervensystems wie periphere und zentrale Neuro- 
pathien, der Lunge wie Asthma bronchiale, des Magens wie Ulcus, 
sowie zur Therapie und Prophylaxe von entzundlichen Prozessen, 
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gestorten Entzundungsreaktionen, Tumorerkrankungen, sowie zur 
Wund- und Knochenheilung. 

13. Verwendung des Diagnostikmittels gennaB Anspruch 10 zur 
Kontrolle von CDGF-SpiegeIn in Geweben, in Sekreten und/oder in 
Korperflussigkeiten wie Plasma, Urin und Liquor cerebrospinalis, 
als Marker fur Funktlonsstorungen des Knochens, der Muskein, der 
GefaBe, des Nervensystems, der Lymphorgane, des Magen- 
Darmtraktes, des Immunsystems und von Diabetes sowie inflam- 
matorischen und neoplastischen Prozessen sowie als 
Tumormarker. 

14. Verfahren zur Herstellung von CDGF gemaB mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 4, 

aus Hamofiltrat durch Kationenaustauscher-Extraktion mit 
nachfolgender Elution der adsorbierten Substanzen, eine 
erneute Kationenaustauscher-Chromatographie des die Peptide 
enthaltenden Extraktes sowie mehrstufige Umkehrphasen- 
Chromatographie oder 

durch Festphasensynthese im Sinne der Merrifield-Synthese 
sowie Flussigphasensynthese nach denn Fachmann an sich 
bekannten Methoden mit geschutzten Aminosauren und 
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heterologen Expression mittels gangiger biotechnologischer 
Vektoren. 
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A pepnde described as a cadherin derived growth factor (CDGF) has a sequence corresponding to a panial sequence of a 
pre-pro-cadhenn, whereby the pre-pro^adherin contains the domains of signal sequence, pra-sequence, cadherin repeats transmembrane 
region and an intracellular domain. Tlie mvention is characterized in such a way that the sequence of the peptide comprises the pra-sequence 
at least one of the other domams of the pre-pro^adherin is absent, and the peptide contains cell proHferative, cell productive and/or cell' 
differentiatmg properties. 



(57) Zusammeiit'assunj* 

Als Cadherin Derived Growth Factor (CDGF^) bezeichnetes Peptid, dessen Sequenz einer Teilsequenz eines Pra-Pro-Cadherins 
entspricht, wobei das Pra-Pro-Cadherin die Domanen Signaisequenz, Prc^Sequenz, Cadherin repeats, Transmembranregion und 
iutrazellul'are Domane aufweist. dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz des Peptides die Pro-Sequenz umfaBt, mindestens eine der anderen 
Domanen des Pra-Pro-Cadherins fehlt und daB das Peptid zeliproliferative, zellprotektive und/oder zelldifferenzierende Eigenschaften 
aufweist. 
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INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE 
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